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DESCRIPCION
Poblaciones celulares mixtas para la reparacién de tejidos y técnica de separacién para el procesamiento celular
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones de poblaciones celulares mixtas, a su posterior utilizacion in vivo
para la reparacion de tejidos y a procedimientos, dispositivos y sistemas para la preparacion de poblaciones
celulares mixtas. Los procedimientos de la invencion también resultan aplicables a la separacion de cualquier tipo de
célula (adherente, no adherente o una mezcla de las mismas) o particulas pequenas (por ejemplo del tamafo de una
célula) de un liquido o solucién que las contiene.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La medicina regenerativa aprovecha, de una manera clinicamente dirigida, la capacidad de las células
regenerativas, por ejemplo las células madre y/o las células progenitoras (es decir, las células maestras no
especializadas del cuerpo), de renovarse indefinidamente y desarrollarse para formar células especializadas
maduras. Las células madre se encuentran en embriones durante los estadios tempranos del desarrollo, en tejido
fetal y en algunos 6rganos y tejidos adultos. Las células madre embrionarias (en lo sucesivo denominadas "CME")
es conocido que se convierten en muchos, si no todos, los tipos celulares y tisulares del cuerpo. Las CME no s6lo
contienen toda la informacion genética del individuo, sino que también contienen la capacidad naciente de
convertirse en cualquiera de los mas de 200 tipos de células y tejidos del cuerpo. De esta manera, estas células
presentan un tremendo potencial para la medicina regenerativa. Por ejemplo, las CME pueden crecer para
convertirse en tejidos especificos tales como el cardiaco, pulmonar o renal, que después podrian utilizarse para
reparar 6rganos danados o enfermos. Sin embargo, los tejidos derivados de CME presentan limitaciones clinicas.
Debido a que las CME no se derivan necesariamente de otro individuo, es decir, un embridn, existe el riesgo de que
el sistema inmunolégico del receptor rechace el nuevo material biolégico. Aunque se dispone de farmacos
inmunosupresores para evitar dicho rechazo, también es conocido que estos farmacos bloquean respuestas
inmunoldgicas deseadas, tales como las que se enfrentan a las infecciones por bacterias y virus.

Ademas, el debate ético acerca del origen de las CME, es decir, los embriones, esta bien documentado y supone un
obstaculo adicional, y quizas, insuperable, para el futuro préximo.

Las células madre adultas (en lo sucesivo denominadas intercambiablemente "CMA") representan una alternativa a
la utilizacion de las CME. Las CMA residen silenciosamente en muchos tejidos no embrionarios, presumiblemente a
la espera de responder a traumatismos u otros procesos patolégicos destructivos, de manera que puedan curar el
tejido dafado. En especial los Ultimos datos cientificos indican que cada individuo porta un grupo de CMA que
podria compartir con las CME la capacidad de convertirse en muchos, si no todos, los tipos celulares y tisulares. De
esta manera, las CMA, al igual que las CME, presentan un tremendo potencial para las aplicaciones clinicas de la
medicina regenerativa.

Se ha demostrado la presencia de poblaciones de CMA en uno o mas de entre médula 6sea, piel, musculo, higado
y cerebro. Sin embargo, la frecuencia de las CMA en estos tejidos es baja. Por ejemplo, la frecuencia de las células
madre mesenquimales en la médula 6sea se estima en 1 de cada 100.000 y en 1 de cada 1.000.000 de células
nucleadas. De esta manera, cualquier propuesta de aplicacién clinica de las CMA a partir de dichos tejidos requiere
incrementar el numero, pureza y madurez de las células mediante procedimientos de purificacion y cultivo celulares.

Aunque las etapas de cultivo celular pueden proporcionar un nimero, pureza y madurez celulares incrementados, lo
hacen a un coste. Este coste puede incluir una o mas de las dificultades técnicas siguientes: pérdida de la funcion
celular debido al envejecimiento celular, pérdida de poblaciones celulares potencialmente Utiles, retrasos en la
potencial aplicacién de las células en los pacientes, coste monetario incrementado, riesgo incrementado de
contaminacion de las células con microorganismos ambientales durante el cultivo y necesidad de un procesamiento
adicional posterior al cultivo para reducir los materiales de cultivo contenidos con las células recolectadas.

Mas concretamente, todos los productos celulares finales deben cumplir los rigidos requisitos impuestos por la
Federal Drug Administration (FDA). La FDA requiere que todos los productos celulares finales minimicen las
proteinas "extranas" que es conocido que pueden producir efectos alergénicos en sujetos humanos, asi como que
minimicen los riesgos de contaminacion. Ademas, la FDA espera una viabilidad celular minima del 70% y cualquier
procedimiento deberia exceder consistentemente este requisito minimo.

Aunque existen métodos y aparatos para separar las células de los componentes de cultivo disueltos no deseados y
una diversidad de aparatos actualmente en uso clinico, dichos métodos y aparatos adolecen de un problema
significativo: dafos celulares causados por las fuerzas mecanicas aplicadas durante el procedimiento de separacién,
que se manifiestan, por ejemplo, como una reduccion de la viabilidad y funcién biologica de las células y en un
incremento del ADN vy los residuos celulares libres. Ademas, puede producirse una pérdida significativa de células
debido a la incapacidad de transferir la totalidad de las células al aparto de separacion, asi como de extraer todas
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las células del aparato. Ademas, para poblaciones celulares mixtas, dichos métodos y aparatos pueden provocar un
desplazamiento del perfil celular debido a la pérdida preferente de subpoblaciones méas grandes y mas fragiles.

De esta manera, existe una necesidad en el campo de la terapia celular, tal como la reparacién de tejidos, la
regeneracion de tejidos y la manipulacién de tejidos, de composiciones celulares que ya estén listas para la
administracion directa en el paciente con viabilidad y funcionalidad sustancialmente elevadas y con una reduccién
sustancial de los materiales necesarios para el cultivo y la recoleccion de las células. Ademas, existe la necesidad
de procedimientos y dispositivos fiables que permitan la produccién de dichas composiciones que resulten
adecuados para la implementacion clinica y comercializaciébn a gran escala de dichas composiciones como
productos de terapia celular.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

En la presente memoria se describen composiciones y métodos para la reparacién de tejidos. La composicion
resulta Util para tratar una diversidad de enfermedades y trastornos, tales como las condiciones isquémicas (por
ejemplo la isquemia de extremidades, la insuficiencia cardiaca congestiva, la isquemia cardiaca, la isquemia renal y
ERET, ictus, e isquemia ocular), condiciones que requieren la regeneracion de 6rganos o tejidos (por ejemplo la
regeneracion de higado, pancreas, pulmoén, glandula salival, vaso sanguineo, hueso, piel, cartilago, tendén,
ligamento, cerebro, pelo, rifién, musculo, musculo cardiaco, nervio y extremidades), enfermedades inflamatorias (por
ejemplo enfermedad cardiaca, diabetes, lesion de la médula espinal, artritis reumatoide, osteoartritis, inflamacion
debido al reemplazo o revision de cadera, enfermedad de Crohn y enfermedad del injerto contra el huésped) y
enfermedades autoinmunoldgicas (por ejemplo diabetes de tipo 1, soriasis, lupus sistémico y esclerosis multiple).

Asimismo, se describe en la presente memoria una composicién de células aisladas para la reparacion de tejidos
que contiene una poblacién mixta de células. Las células se encuentran en una solucién de electrolitos de grado
farmacéutico adecuada para la administracion en el ser humano. Las células se derivan de células mononucleares.
Por ejemplo, las células se derivan de médula 6sea, sangre periférica, sangre de cordon umbilical o higado fetal. Las
células son de linaje hematopoyético, mesenquimal y endotelial. La viabilidad de las células es de por lo menos
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o superior. El nimero total de células viables en la composicién es de
entre 35 millones y 300 millones y en un volumen inferior a 25 ml, 20 ml, 15 ml, 10 ml, 7,5 ml, 5 ml o menos. Por lo
menos 5% de las células viables en la composicion son CD90™. Por ejemplo, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
75% 0 mas son CD90". En algunos aspectos, por lo menos 5%, 10%, 15%, 20%, 50% o méas de las CD90"
coexpresan CD15. Preferentemente, las células son aproximadamente 5% a 75% CD90" viables, siendo las células
restantes en la composicion CD45". Las células CD45" son CD14%, CD34" 6 VEGFR1".

Las células producen por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco o mas citoquinas antiinflamatorias o factores
angiogénicos. Entre las citoquinas antiinflamatorias se incluyen, por ejemplo, antagonista del receptor de
interleuquina-1, interleuquina-6, TGF-, interleuquina-8, interleuquina-10 6 proteina quimioatrayente 1 de monocitos.
Entre los factores angiogénicos se incluyen, por ejemplo, el factor de crecimiento endotelial vascular, la
angiopoyetina 1, la angiopoyetina 2 ¢ el factor de crecimiento de hepatocitos. Ademas, las células producen menos
de 50 pg/ml, 40 pg/ml, 30 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/ml 6 1 pg/ml en cada periodo de 24 horas por
cada 10> células, de una o mas citoquinas proinflamatorias, tales como interleuquina-1 alfa, interleuquina-1 beta,
interferbn gamma o interleuquina-12. Las células expresan ademas indolamina-2,3-dioxigenasa, PD-L1 6 ambas.

La composicién se encuentra sustancialmente libre de componentes utilizados durante la produccién de la
composicién celular, por ejemplo componentes del cultivo celular tales como albumina de suero bovino, suero de
caballo, suero de feto bovino, reactivo de recoleccién enzimaticamente activo (por ejemplo tripsina) y se encuentra
sustancialmente libre de micoplasmas, endotoxinas y contaminacién microbiana. Preferentemente la composicién
contiene 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,1, 0,05 6 menos pg/ml de albumina de suero bovino y 5, 4, 3, 2, 1, 0,1 6 0,05 pg/ml de
reactivo de recoleccion enzimaticamente activo.

Opcionalmente, la composicién contiene ademas una matriz biocompatible, tal como, por ejemplo, particulas de
hueso desmineralizado, particulas de hueso mineralizado, ceramida sintética de la familia del fosfato calcico (por
ejemplo fosfatos de alfa-tri-calcio, fosfatos de beta-tri-calcio e hidroxiapatitos), colagenos, materiales basados en
polisacaridos (por ejemplo hialuronano y alginatos), materiales poliméricos biodegradables sintéticos (por ejemplo
polilactidos, poliglicélidos, polifumaratos y polietilenglicol) y mezclas, combinaciones o mezclas uniformes de los
mismos.

En la presente memoria se describen ademas métodos de modulacién de una respuesta inmunoldgica, una
respuesta inflamatoria o la angiogénesis en un paciente mediante la administracién de una composicion de células
mixtas en cultivo en el paciente, en el que la composicion de células en cultivo produce por lo menos una citoquina,
tal como un antagonista de receptor de la interleuquina-1, la interleuquina-6, la interleuquina-8, la interleuquina-10, el
factor de crecimiento endotelial vascular, la proteina quimioatrayente de monocitos 1, la angiopoyetina-1, la
angiopoyetina-2 y el factor de crecimiento de los hepatocitos. Opcionalmente, la composicion celular produce dos,
tres, cuatro, cinco 0 mas citoquinas. Preferentemente, la composicién produce menos de 10 pyg/ml de interleuquina-1
alfa, interferén gamma o interleuquina-12. Por ejemplo, la composicion celular contiene 0,1% a 10% de células T
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CD4'CD24", 1% a 50% de monocitos CD45°CD14" y 5% a 75% de células estromales de médula 6sea CD45-
CD90". Preferentemente, la composicion celular es una de las composiciones celulares indicadas anteriormente.

La invencién proporciona un método para el procesamiento de células en cultivo. El método produce una poblacién
celular mixta, en el que mas de 5% de la poblacion celular es CD90".

El método incluye: proporcionar una biocamara para el cultivo de células, proporcionar un medio de cultivo para el
cultivo de células en la biocamara e inocular la biocamara con células. Las células se cultivan y tras un periodo de
cultivo de duracion predeterminada, se desplaza el medio de cultivo de la biocdmara con una primera solucion de
enjuague biocompatible que sustituye sustancialmente la primera solucion de enjuague por una solucion enzimatica
de recoleccion celular y se incuba el contenido de la biocamara durante un periodo de tiempo predeterminado de
manera que durante la incubacioén el enzima por lo menos disocia las células unas de otras y/o de la superficie de la
biocamara. La soluciéon enzimatica se sustituye por una segunda solucién de enjuague para desplazar la solucién
enzimatica. La camara se llena sustancialmente con la segunda solucion de enjuague. Preferentemente, la segunda
solucién de enjuague es una solucién capaz de inyectarse en un ser humano. Opcionalmente, el método comprende
ademas una o mas etapas de adicion, incluyendo el desplazamiento de una parte de la segunda solucion de
enjuague con un gas con el fin de obtener un volumen reducido predeterminado de liquido en la camara, agitar la
camara para resuspender las células sedimentadas y drenar la solucion con las células suspendidas en un
recipiente de recoleccion celular. Tras drenar la solucién en un recipiente de recoleccién celular, se afaden
cantidades adicionales de la segunda solucion a la biocamara y ésta se agita para enjuagar las células residuales.

También se encuentran incluidas en la invencion células en cultivo y una composicién que contiene las células en
cultivo producida mediante los métodos de la invencién.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para la recoleccion de células en cultivo. El método incluye las
etapas de desplazar el medio de cultivo de una biocamara con una primera solucién de enjuague biocompatible,
sustituir sustancialmente la primera solucién de enjuague por una soluciéon enzimética de recoleccién celular e
incubar el contenido de la biocdAmara durante un periodo de tiempo predeterminado con la solucién enzimatica.
Durante la incubacion, el enzima por lo menos disocia unas células de otras y/o de la superficie de cultivo de la
biocamara. La solucion enzimatica se desplaza con una segunda solucién de enjuague. La camara se llena
sustancialmente con la segunda solucién de enjuague.

Opcionalmente, el método incluye ademas una o mas de las etapas siguientes:

desplazar una parte de la segunda solucion de enjuague con un gas con el fin de obtener un volumen reducido
predeterminado de liquido en la cdmara, y agitar la camara para resuspender las células sedimentadas, drenar la
solucién con células suspendidas hacia el interior de un recipiente de recoleccion de células. Tras drenar la solucién
en un recipiente de recoleccion celular, se afiaden cantidades adicionales de la segunda solucién a la biocamara y
ésta se agita para enjuagar las células residuales.

Las células se derivan de células monucleares, por ejemplo las células mononucleares son de médula 6sea, sangre
periférica, sangre de cordén umbilical o higado fetal.

En todavia un aspecto adicional la invencion proporciona métodos para separar microparticulas de un liquido o
soluciéon que las contiene proporcionada en una camara que presenta un volumen y geometria predeterminados
mediante la introduccién de un segundo liquido/solucién dentro de la camara para desplazar el primer liquido que las
contiene, en la que la geometria de la camara permite que los liquidos fluyan por la cdmara segin un flujo de pistén
y el segundo liquido desplaza sustancialmente el volumen de la camara por lo menos una vez. Opcionalmente se
introduce un gas a una tasa que establezca un flujo de piston, a la que el gas desplaza un liquido/solucién contenida
en la camara para reducir el volumen de liquido/soluciéon y de esta manera concentra las particulas dentro del
liquido/soluciéon en la camara. El método incluye ademdas agitar la cadmara para resuspender las particulas
sedimentadas en el liquido/solucion contenida en la cdmara y drenar la solucion al interior de un recipiente de
recoleccion.

El caudal para la introduccién de soluciones y/o gases afnadidos a la biocamara para cualquiera de los métodos
descritos es de entre aproximadamente 0,03 y aproximadamente 1,0 volumen intercambiados/min. Preferentemente,
la tasa de flujo para la introduccién de soluciones y/o gases afiadidos a la biocamara es de entre aproximadamente
0,50 y aproximadamente 0,75 voliumenes intercambiados/min. Opcionalmente, los liquidos/soluciones o gases se
introducen en la biocdmara segun un flujo de piston radial.

El segundo liquido o liquido/solucién posterior puede ser inyectado en un ser humano.

Se describe ademas una composicion que comprende una mezcla de células en la que por lo menos 1% de las

células coexpresa los marcadores de superficie celular CD90 y CD15. En realizaciones preferentes, por lo menos

20%, por lo menos 50%, por lo menos 75% o por lo menos 95% de las células en la mezcla coexpresa los

marcadores de superficie celular CD90 y CD15. Las células preferentemente se derivan de médula monucleares, por

ejemplo las células son de médula 6sea, sangre periférica, sangre de cordén umbilical o higado fetal. Las células

pueden encontrarse en una solucion de electrolitos de grado farmacéutico adecuada para la administracién humana
-4 -
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y puede comprender ademds una matriz biocompatible. También se proporcional la utilizacién de la composicion del
presente aspecto en un método de reparacion o regeneracion ésea.

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados entendidos por el experto ordinario en la materia a la que se refiere la presente
invencion. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
memoria en la practica o ensayo de la presente invencién, se describen posteriormente métodos y materiales
adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas en la
presente memoria se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, prevalecera la presente
memoria, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no
pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir de la descripcion y reivindicaciones,
posteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Diversos otros objetivos, caracteristicas y correspondientes ventajas de la presente invencion se apreciaran mas
completamente a medida que ésta se entienda mejor a partir de la descripcion detallada siguiente, considera
conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que los caracteres de referencia designan partes similares o
correspondientes en toda la serie de dibujos, y en la que:
La figura 1 es un diagrama que ilustra los componentes principales del sistema de produccién celular segin la
invencion.
La figura 2 es una ilustracion esquematica de una realizacion del sistema global de la figura 1.
La figura 3 es una ilustracion esquematica que ilustra otra realizacién del sistema global de la figura 1.
Las figuras 4A y 4B son vistas superior y lateral esquematicas de una realizacion de un casete celular segun la
invencion.
La figura 5 es una vista de despiece del casete celular de las figuras 4A y 4B.
La figura 6 es una vista esquematica que muestra el camino del liquido en el casete celular segin una
realizacién de la invencion.
La figura 7 es una vista esquematica en seccion de la parte de biocamara de un casete celular segin una
realizacién de la invencion.
Las figuras 8A y 8B son vistas superior y en seccion de una tapa de biocdmara segun una realizacion de la
invencion.
Las figuras 9A y 9B son vistas superior y en seccion de un disco de lecho celular de bocamara segun una
realizacién de la invencion.
Las figuras 10A y 10B son vistas superior y en seccién de una base de biocamara segun una realizacion de la
invencion.
La figura 11 es un graflco de columnas que muestra los resultados de proporcién de recoleccién de
lavado/lavado CYTOMATE® para el % de viabilidad celular tras el lavado, tras la concentracién y tras el
almacenamiento; % de CD90, % de CD14auto*, % de VegfR1", frecuencia de UFC-F y UFC-GM y albimina de
suero bovino (ASB) residual.
La figura 12 es un gréfico de columnas que muestra los resultados de proporcion de lavado de
recoleccion/lavado CYTOMATE® para el nimero total de células viables tras el lavado, de numero total de
células viables en el producto final, el nimero total de células CD90* viables, el nimero total de células
CD14%auto” viables, el nimero total de células VEGFR1" viables, el total de UFC-F y el total de UFC-GM.
La figura 13 es un gréafico de columnas que muestra la proporcion de frecuencias de CFU-F, (lavado de
recoleccion) / (lavado CYTOMATE® )-
La figura 14 es un grafico de columnas que muestra las UFC-F en cada dosis de las CRT. Se utilizé el recuento
de células viables tras el lavado medido mediante Nucleocounter para calcular CFV-F/dosis, excepto en los
casos en que no se encontraba disponible y se utilizaron datos de azul tripan (muestras 106-70 y 106-72). Para
cada pareja de columnas para cada muestra, la columna izquierda muestra los resultados con el lavado
CYTOMATE® y la columna derecha muestra los resultados utilizando el lavado de recoleccion.
La figura 15 es un grafico de columnas que muestra la proporcion de frecuencias de CFU-GM, (lavado de
recoleccion) / (lavado CYTOMATE® )-
La figura 16 es un gréafico de columnas que muestra las UFC-GM en cada dosis de CRT. Se utilizé el recuento de
células viables tras el lavado medido mediante Nucleocounter para calcular las UFC-GM/dosis, excepto en los
casos en que no se encontraba disponible y se utilizaron datos de azul tripan (muestras 106-70 y 106-72). Para
cada pareja_de columnas de cada muestra, la columna izquierda muestra los resultados con el lavado
CYTOMATE® y la columna derecha muestra los resultados con el lavado de recoleccion.
La figura 17 es un gréfico de columnas que muestra la viabilidad total de las CRT tras la administracién mediante
agujas medida con un Nucleocounter tras llevar a cabo el lavado de recoleccion. La columna de la izquierda
representa el control, la columna intermedia representa una aguja de calibre 25 y la columna de la derecha
representa una aguja de calibre 30 para cada experimento.
La figura 18 es un gréafico de columnas que muestra la viabilidad total de las CRT tras la administracion mediante
agujas medida con un Nucleocounter tras llevar a cabo el lavado CYTOMATE®. La columna de la izquierda
-5-
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representa el control, la columna intermedia representa una aguja de calibre 25 y la columna de la derecha
representa una aguja de calibre 30 para cada experimento.

La figura 19 es un grafico de columnas que muestra las UFC-F tras el almacenamiento de 24 horas y la
administracion con aguja. Para cada pareja de columnas para cada muestra, la columna izquierda muestra los
resultados con el lavado CYTOMATE® y la columna derecha muestra los resultados utilizando el lavado de
recoleccion.

La figura 20 es un grafico de columnas que muestra la dosis normalizada de citoquinas de lavado de
recoleccion/lavado CYTOMATE® para varias citoquinas sobre las CRT.

La figura 21 es un grafico de columnas que muestra el potencial osteogénico de las CRT del lavado
CYTOMATE® y de las CRT del lavado de recoleccion.

La figura 22A es un grafico de columnas que muestra la cantidad de calcio producida por cada célula CD90*
sembrada en placa para CRT y células madre mesenquimales (CMM).

La figura 22B es un grafico de columnas que muestra la cantidad de fosfatasa alcalina producida por cada célula
CD90" sembrada en placa para CRT y células madre mesenquimales (CMM).

La figura 23A muestra un analisis de citometria de flujo de las CRT producidas utilizando el lavado de recoleccion
tefiidas para el analisis de dos colores con anticuerpos monoclonales de control (mAb) del mismo isotipo
irrelevantes (IgG1, 1gG2a).

La figura 23B muestra un analisis de citometria de flujo de las CRT producidas utilizando el lavado de recoleccion
tefiidas con anticuerpos monoclonales de control (mAb) anti-CD25 mas anti-CD4 conjugados con fluorocromo.

La figura 23C es un grafico de columnas que muestra el perfil de secrecion de citoquinas de las células T en la
mezcla de CRT tras la activacion especifica con un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD3 denominado OKT3.
Este anticuerpo monoclonal se entrecruza con el complejo de superficie celular de CD3-receptor de célula T
(RCT), induciendo de esta manera la liberacién de citoquinas por las células T. Se utilizd el analisis Luminex®
para evaluar la liberacion de IL-2, IFNy e IL-10 en el liquido sobrenadante recogido 48 horas después de la
activacion de las células T utilizando mAb OKTS3.

La figura 24 es un grafico de columnas que muestra la cantidad relativa de mensaje indolamina-2,3-dioxigenasa
(IDO) expresada por CRT inducidas por IFNy determinado mediante reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (PCRc). Para cada determinacién se muestra la media de tres réplicas de muestra.

La figura 25 es una transferencia western que muestra la expresion de proteina indolamin-2,3-dioxigenasa en
CRT inducidas por IFNy.

La figura 26 es un grafico de columnas que muestra la produccion de FCH por las CRT.

La figura 27 es un grafico de columnas que muestra el porcentaje de células positivas para IDO en CRT
inducidas por IFNy segun se determina mediante citometria de flujo.

La figura 28 es un grafico de columnas que muestra el porcentaje de células positivas para PDL1 en CRT
inducidas por IFNy segun se determina mediante citometria de f|UJO

La figura 29A es un grafico que muestra la incorporacion de *H-timidina en una respuesta mixta alogénica de
leucocitos (RML) en presencia de células T y células dendrltlcas alogénicas en comparacion con las CRT.

La figura 29B es un gréafico que muestra la mcorporacnon de *H-timidina en una respuesta mixta alogénica de
leucocitos (RML) en presencia de células T mas dendriticas alogenlcas en comparacioén con las CRT.

La figura 30 es un grafico que muestra la incorporacion de *H-timidina en una respuesta mixta alogénica de
leucocitos (RML) en presencia de células T alogénicas conjuntamente con dosis crecientes de CRT sin (no
inducidas) o con (inducidas) exposicion a IFNy.

La figura 31 muestra radiografias de un paciente accidentado en un andamio y que ha sido tratado con CRT para
la fractura de ambas tibias.

La figura 32A muestra una micrografia de un corte histol6gico de hueso nuevo en un callo de reparacién.

La figura 32B muestra una micrografia de campo brillante de un corte histolégico de vasos sanguineos y hueso
nuevo que penetra en el aloinjerto.

La figura 32B muestra una micrografia de luz polarizada de un corte histolégico de vasos sanguineos y hueso
nuevo que penetra en el aloinjerto.

La figura 33A es una fotografia de una mezcla implantable de CRT/matriz de hueso desmineralizado (MHD) que
se ha unido con plasma autélogo.

La figura 33B es una micrografia de una tincién Live/Dead de 24 horas de la mezcla de CRT/MHD a 4X.

La figura 34A es un grafico que muestra que las CRT en el aloinjerto RC/MHD son viables tras la mezcla y
proliferan durante un periodo de dos semanas.

La figura 34B es una micrografia de una tincién Live/Dead de 14 dias de la mezcla de CRT/MHD a 4X.

La figura 35 muestra gréficos en los que las CRT mantienen la secrecion de la osteocalcina, IL-6,
osteoprotegerina y VEGF durante las dos semanas de cultivo en una mezcla de CRT/MHD.

La figura 36 son fotografias que muestran un dedo del pie de un paciente varén de 69 afios de edad tratado con
CRT. Antes del tratamiento (izquierda) se observaba una herida que no cicatrizaba. 44 semanas después del
tratamiento (derecha) se observaba una cicatrizacién completa. El paciente sufri6 numerosas comorbilidades,
incluyendo enfermedad cardiaca coronaria, insuficiencia cardiaca crénica, hipertension e hiperlipemia.

La figura 37 son fotografias que muestran RM-angiografia de extremidades de un paciente varén de 69 afnos de
edad tratado con CRT. Este paciente recibi6 inyecciones de CRT en la extremidad derecha. Antes del
tratamiento (panel izquierdo) se observaba muy poca colateralizacién. 48 semanas después del tratamiento
(panel derecho) pueden observarse significativamente mas ramas colaterales en la extremidad tratada. El

-6 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2441560 T3

paciente sufri6 numerosas comorbilidades, incluyendo enfermedad cardiaca coronaria, hipertensién e
hiperlipemia.

La figura 38 es un grafico de columnas que muestra el incremento o reduccion de determinados tipos celulares
en las CRT en comparacién con las CMN-MO.

La figura 39 es una ilustracién que muestra la frecuencia de elementos hematopoyéticos y mesenquimales en las
CMN-MO y en las CRT.

La figura 40 es un grafico de columnas que muestra que los perfiles de produccion de citoquinas eran
significativamente diferentes en CMN-MO y en CRT procedentes del mismo donante.

La figura 41 A-C es una serie de gréaficos de columnas que muestran la frecuencia de CD90 y UFC-F en cultivos
de CMN y de CRT. Se generaron CMN y CRT en el sistema biorreactor automatico tal como se describe en
Materiales y métodos. Se muestra la frecuencia de CD90 y de UFC-F en el cultivo resultante en A. y B.,
respectivamente. La frecuencia de UFC-F seguidamente se calculdé basandose en el nimero de células CD90 en
cada producto. Se muestran los resultados en C. Las columnas negras representan los cultivos de CRT y las
columnas blancas representan los cultivos de CMN. Se muestran dos donantes normales independientes.

La figura 42 es un gréafico de lineas que muestra la comparacion entre la formacién de hueso in vivo en un
modelo ectdpico de ratdn. Se determinaron las puntuaciones de hueso para cada densidad celular de carga de
cultivos de CMN y de CRT; el grafico muestra la dosis de carga calculada de células C90* de cada cultivo. Los
resultados presentados son de un experimento representativo de un donante normal. En este experimento, las
CMN eran un 68% CD90" y las CRT eran un 22% cCDO".

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente memoria se describe el descubrimiento de composiciones y métodos de produccién de células para
la terapia celular. Las composiciones son una poblacién mixta de células enriquecidas en células madre y
progenitoras que son especialmente apropiadas para la administracién humana para la reparacion de tejidos, la
regeneracion de tejidos y la manipulacion de tejidos. Estas células se denominan en la presente memoria "células de
reparacion de tejidos" o "CRT".

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en un aspecto, la invencién proporciona una composicion que contiene
una poblacién mixta de células de linaje hematopoyético, mesenquimal y endotelial. La composicion resulta
adecuada para la administraciéon en un ser humano para el uso terapéutico. Las CRT son producidas a partir de un
procedimiento de cultivo in vitro. Tras completar el procedimiento de cultivo, los componentes del cultivo (por
ejemplo el medio de cultivo, el enzima utilizado para el desprendimiento y recoleccion de las células) deben
separarse de las células antes de que puedan administrarse con seguridad en un sujeto que requiere la
regeneracion de tejidos. Esta separacion se lleva a cabo convenientemente en una etapa de lavado celular posterior
al cultivo. Sin embargo, un problema significativo asociado a esta etapa son los dafios celulares causados por
fuerzas mecanicas aplicadas durante estos procedimientos, manifestadas, por ejemplo, en una reduccion de la
viabilidad y funcién biol6gica de las células y en un incremento del ADN y residuos celulares libres. Esta pérdida de
viabilidad y funcion no solo presenta un impacto inmediato sobre el producto celular, sino que impacta fuertemente
sobre la vida de almacenamiento y el potencial de crioconservacién de las células. Ademas, puede producirse una
pérdida significativa de células debido a la incapacidad de transferir la totalidad de las células al aparato de
separacion, asi como de extraer todas las células del aparato.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en otro aspecto la invencién proporciona un procedimiento de lavado de
las células. Las técnicas de lavado celular de la presente invencién, tal como se describen en la seccién de Métodos
de produccion de las CRT, posteriormente, inesperadamente incrementaron en gran medida la viabilidad y
rendimiento celulares en comparacién con los procedimientos actuales de lavado posterior al cultivo, proporcionando
composiciones celulares con niveles residuales de componentes de cultivo que son suficientemente bajos para la
administracion segura de las células en un paciente.

Células de reparacion de tejidos (CRT)

Las células de reparacion de tejidos (CRT) proporcionan una composicion celular y molecular de elevada
funcionalidad para la reparacion de tejidos dafiados. Ademas, se ha demostrado que las CRT presentan efectos
antiinflamatorios. Las CRT contienen una mezcla de células de linaje celular hematopoyético, mesenquimal y
endotelial producidas a partir de células mononucleares. Las células mononucleares se aislan a partir de tejidos
adultos, juveniles, fetales o embrionarios no humanos. Por ejemplo, las células mononucleares se derivan de médula
Osea, sangre periférica, sangre de cordon umbilical o higado fetal. Las CRT son producidas a partir de células
mononucleares, por ejemplo, mediante un procedimiento de cultivo in vitro que resulta en una composicion celular
Unica que presenta diferencias tanto fenotipicas y funcionales con la poblacion de células mononucleares que se
utilizé como el material de partida. Ademas, las CRT de la presente invencidon presentan tanto una viabilidad elevada
como niveles residuales bajos de los componentes utilizados durante la produccion de las mismas.

La viabilidad de las CRT es de por lo menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o superior. La viabilidad
se mide mediante métodos conocidos de la técnica, tales como la exclusion de azul tripan. Esta viabilidad
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incrementada provoca que la poblacion de CRT resulte méas eficaz en la reparacion de tejidos, asi como
potenciadora de la vida de almacenamiento y el potencial de crioconservacion del producto celular final.

La expresion "componentes utilizados durante la produccion” se refiere, aunque sin limitacion, a los componentes
medios de cultivo, tales como suero de caballo, suero fetal bovino y soluciones enzimaticas para la recoleccion
celular. Entre las soluciones enzimaticas se incluyen las tripsinas (de origen animal, microbiano o recombinantes),
diversas colagenasas, enzimas de origen microbiano alternativos, agentes de disociacion, proteasas generales o
mezclas de los mismos. La eliminacién de dichos componentes proporciona una administracién segura de CRT en
un sujeto que necesita de las mismas.

Preferentemente, las composiciones de CRT de la invencién contienen menos de 10, 5, 4, 3, 2, 1 yg/ml de albimina
de suero bovino; menos de 5, 4, 3, 2,1, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5 pg/ml de enzimas de recoleccion (determinado a partir
de la actividad enzimatica) y se encuentran sustancialmente libres de micoplasmas, endotoxinas y contaminacion
microbiana (por ejemplo aerdbica, anaerébica y hongos).

La expresion "sustancialmente libre de endotoxinas" se refiere a que la presencia de endotoxinas en cada dosis de
CRT es inferior a la permitida por la FDA para un producto biol6gico, que es un contenido total de endotoxonas de 5
EU/kg de peso corporal al dia, que para una persona media de 70 kg es de 350 EU en cada dosis total de CRT.

La expresion "sustancialmente libre de micoplasmas y contaminacién microbiana" se refiere a lecturas negativas
para las pruebas generalmente aceptadas que son conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, la
contaminacién por micoplasmas se determina mediante subcultivo de una muestra de producto de CRT en medio
calco y distribuida en placas de agar los dias 1, 3, 7 y 14 a 37°C con controles positivos y negativos apropiados. Se
compara microscépicamente la apariencia de la muestra de producto, a 100x, con la del control positivo y el control
negativo. Ademas, la inoculacién de un cultivo celular indicador se incuba durante 3 y 5 dias y se examina a 600x
para la presencia de micoplasmas mediante microscopia de epifluorescencia utilizando un fluorocromo de unién a
ADN. El producto se considera satisfactorio en el caso de que los procedimientos en medio de agar y/o caldo y el
procedimiento con cultivo celular indicador no muestren ninguna evidencia de contaminacion por micoplasmas.

La prueba de esterilidad para establecer que el producto se encuentra libre de contaminacién microbiana se basa en
el método de transferencia directa de la Farmacopea estadounidense. Este procedimiento requiere que un efluyente
de medio previo a la recoleccion y una muestra preconcentrada se inoculen en un tubo que contiene medio de caldo
triptico de soja y medio liquido de tioglicolato. Estos tubos se observan periédicamente para una apariencia turbia
(turbidez) durante una incubacién de 14 dias. Una apariencia turbia en cualquier dia en cualquiera de los medios
indicada contaminacion, indicando una apariencia clara (sin crecimiento) que se encuentra sustancialmente libre de
contaminacion.

Se determind la capacidad de las células de entre las CRT de formar colonias clonogénicas en comparacién con las
CMN-MO. Se realizd un seguimiento de tanto las colonias hematopoyéticas (UFC-GM) como de las mesenquimales
(UFC-F) (Tabla 1). Tal como se muestra en la Tabla 1, mientras que las UFC-F se incrementaron 280 veces, las
UFC-GM se redujeron ligeramente en el cultivo.

Tabla 1

| |[Introduccién de CMN-MO (x10°%)|[Produccién de CRT (x10°)|[Factor de exp.|
|UFC-GM||1,7 1.1 40,2 |lo,7+0,1 |
|[UFC-F ][0,03 |l6,7+1,3 |l280 + 67 |
|Los resultados son medias + SEM de 8 experimentos a escala clinica. |

Las células de la composicion de CRT se han caracterizado a partir de la expresién de marcadores de superficie
celular. La Tabla 2 muestra el fenotipo tipico medido mediante citometria de flujo para las CMN-MO y CRT iniciales
(Ver la Tabla 2). Estas diferencias fenotipicas y funcionales diferencian claramente las composiciones iniciales de
CRT de las de células mononucleares.
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Tabla 2

Linaje Marcador % Total (en Y% Total (en Factor de
millones) millones) expansion

M CD105/166 0,03 0,1 12 16 373

H CD14auto+ 0,2 0,5 26 36 81

M CD90 0,4 0,9 22 28 39

H (E) CXCR4/VEGFR1 0,7 1,9 12 9,9 21

E CD144/146 0,5 1,3 2,7 3,2 6,3

E VEGFR1 7,6 22 26 38 2,3

E VEGFR2 12 37 25 37 1,3

H CD14auto- 11 31 14 17 0,9

H CD11b 59 162 64 83 0,5

H CD45 97 269 80 104 0,4

H CD3 24 67 8,6 11 0,2

M = linaje mesenquimal, H = linaje hematopoyético, E = linaje endotelial. Los resultados son medias de 4

experimentos a escala clinica.

Se examinaron marcadores para los linajes hematopoyético, mesenquimal y endotelial. Los resultados medios de 4
experimentos que comparan las CMN-MO iniciales y el producto de CRT se muestran en la figura 38. La mayoria de
células del linaje hematopoyético, incluyendo las mieloides CD11b, los monocitos CD14auto’, las progenitoras CD34
y las linfoides CD3, se redujeron ligeramente, mientras que los macréfagos CD14auto” se expandieron 81 veces.
Las células mesenquimales, definidas por CD90" y CD1057/166%/45/14" presentaban expansiones de hasta 373
veces. Las células que podrian haber participado en la vascularizacion, incluyendo las células endoteliales
vasculares maduras (CD144/146) y las células de soporte CXCR4/VEGFR1" se expandieron entre 6 y 21 veces.

Aunque la mayoria de células del linaje hematopoyético no se expandieron en estos cultivos, el producto final
todavia contenia practicamente 80% de células hematopoyéticas CD45" y aproximadamente 20% de células
mesenquimales CD90" (figura 39).

Las CRT se encontraban altamente enriquecidas en células CD90" en comparacion con la poblacién de células
mononucleares a partir de las que se habian derivado. Las células en la composicién de CRT eran por lo menos 5%,
10%, 25%, 50%, 75% o mas CD90". Las células restantes en la composicion de CRT eran CD45". Preferentemente,
las células en la composicién de CRT eran aproximadamente 5% a 75% CD90" viables. En diversos aspectos, por lo
menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60% o mas de las células CD90" también eran CD15". (ver la
Tabla 3). Ademas, las CD90* también eran CD105".

Tabla 3
| |[ CRT analisis 1 || CRT analisis 2 |
% de CD90" | 2989 || 1808 |
|% de CD90*CD15° | 1087 | 3,18 |
|% de CD90*CD15" | 1902 || 1490 |
|% de CD15" de entre las CD90 || 63,6 I 82,4 |

En contraste, la poblacion CD90 de entre las células mononucleares de médula ésea (CMN-MO) tipicamente
constituia menos de 1%, constituyendo las células CD45" resultantes mas de 99% de las células nucleadas en las
CMN-MO. De esta manera, se produjo una reduccion significativa de muchas de las células hematopoyéticas
maduras en la composicion de CRT en comparacién con la poblacién de células mononucleares iniciales (ver la
Tabla 2).

Esta combinacion Unica de células madre hematopoyéticas, mesenquimales y endoteliales no solo es diferente de
las células mononucleares, sino también de otras poblaciones celulares utilizadas actualmente en la terapia celular.
La Tabla 4 muestra el perfil de marcadores de superficie celular de las CRT en comparacion con las células madre
mesenquimales y las células madre derivadas de tejido adiposo. (Deans R.J., Moseley A.B., 2000. Exp. Hematol.
28: 875-884, 2000; Devine S.M., 2002. J Cell Biochem Supl. 38: 73-79, 2002; Katz A.J. et al., 2005. Stem Cells.
23:412-423, 2005; Gronthos S. et al., 2001. J Cell Physiol 189:54-63, 2001; Zuk P.A. et al., 2002. Mol. Biol. Cell. 13:
4279-95, 2002).

Por ejemplo, las células madre mesenquimales (CMM) se encuentran altamente purificadas para CD90* (mas de
95% CD90%), con un porcentaje muy bajo de CD45" (en caso de enconirarse presentes). Las células madre
-9-
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derivadas de tejido adiposo son mas variables, aunque también tipicamente presentan mas de 95% de CD90", sin
practicamente células sanguineas CD45" formando parte de la composicidn. También existen las células
progenitoras adultas multipotentes (CPAM), las cuales se cultivan a partir de CMN-MO y resultan en una poblacién
CD90 pura diferente de las CMN que coexpresan CD49c. Otras células madre que se utilizan son tipos celulares
altamente purificados, incluyendo células CD34", células AC133" y células CD34%lin’, que por su propia naturaleza
presentan pocas o ninguna célula CD90* como parte de la composicion y que, de esta manera, son sustancialmente
diferentes de las CRT.

El analisis de marcadores celulares también ha demostrado que las CRT aisladas siguiendo los métodos de la
invencién presentan porcentajes mas altos de células CD14auto*, CD34" y VEGFR".

Tabla 4
Locus de CD |[Nombre comun CRT Células madre Células madre derivadas de
mesenquimales tejido adiposo
CD 34 I L+l : | t |
cD13 lgp150 L+ || Na | + |
IcD15 |ILewisX, SSEA-1 |+ | - I - |
[CD11b |[Mac-1 | + ] - I + |
|CD14 ||Receptor LPS || + || - || - |
|CD235a ||GchoforinaA || + || Na || Na |
|CD45 ||Ant|'geno comun de Ieucocitos|| + || - || - |
D90 |[Thy L+ || + | + |
IcD105 |[Endoglina |+ | + I + |
IcD166 |lALCcAM | + | + I + |
|CD44 ||Receptor hialuronato || + || + || + |
IcD133 |lAC133 L+ | - I + |
- VW L+ | Na | Na |
[CD144 ||cadherina-VE |+ | - I + |
[cD146 Mucis [+ | + I Na |
|cCD309 |IVEGFR2, KDR |+ | Na I Na |

Cada uno de los tipos celulares presentes en una poblacion de CRT presenta propiedades inmunomoduladoras
diferentes. Los monocitos/macréfagos (CD45", CD14') inhiben la activacion de las células T y ademas muestran
expresion de indolamin-2,3-dioxigenasa (IDO) por los macréfagos (Munn D.H. y Mellor A.L., Curr Pharm Des. 9:257-
264, 2003; Mum D.H. et al., J Exp Med., 189:1363-1372, 1999; Mellor A.L. y Munn D.H., J. Immunol. 170:5809-
5813, 2003; Munn D.H. et al, J. Immunol.156:523-532, 1996). Los monocitos y los macréfagos regulan la
inflamacién y la reparacion de tejidos (Duffield J.S., Clin Sci (Lond) 104:27-38, 2003; Gordon S.; Nat. Rev. Immunol.
3:23-35, 2003; Mosser, D.M., J. Leukoc. Biol. 73:209-212, 2003; Philippidis P. et al., Circ. Res. 94:119-126, 2004).
Estas células también inducen tolerancia e inmunosupresion de los trasplantes (Fandrich F. et al. Hum. Immunol.
63:805-812, 2002). Las células T reguladoras (CD45* CD4* CD25") regulan la respuesta inflamatoria innata tras una
lesion. (Murphy T.J. et al., J. Immunol. 174:2957-2963, 2005). Las células T también son responsables del
mantenimiento de la autotolerancia y de la prevencion y supresion de las enfermedades autoinmunoldgicas
(Sakaguchi S. et al., Immunol. Rev. 182:18-32, 2001; Tang Q. et al., J. Exp. Med. 199:1455-1465, 2004). Las células
T también inducen y mantienen la tolerancia frente al trasplante (Kingsley C.I. et al., J. Immunol. 168:1080-1086,
2002; Graca L. et al., J. Immunol. 168:5558-5565, 2002) e inhiben la enfermedad del injerto contra el huésped
(Ermann J. et al., Blood 105:2220-2226, 2005; Hoffmann P. et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 293:265-285,
2005; Taylor P.A. et al., Blood 104:3804-3812, 2004). Las células madre mesenquimales (CD45" CD90" CD105%)
expresan IDO e inhiben la activacion de las células T (Meisel R. et al., Blood 103:4619-4621, 2004; Krampera M. et
al., Stem Cells, 2005), asi como inducen la actividad antiinflamatoria (Aggarwal S. y Pittenger M.F., Blood 105:1815-
1822, 2005).

Las CRT también muestran una expresion incrementada del ligando de muerte programada 1 (LMP1). La expresion
incrementada de LMP1 se asocia a la produccién de la citoquina antiinflamatoria IL-10. La expresién de LMP1 se
asocia a un estado no inflamatorio. Las CRT presentan una expresién incrementada de LMP1 en respuesta a la
induccion inflamatoria, mostrando otro aspecto de las cualidades antiinflamatorias de las CRT.

Las CRT, en contraste con las CMN-MO, también producen por lo menos cinco citoquinas diferentes y un enzima
regulador con potente actividad tanto de reparacién de heridas como de regulacion negativa controlada de la
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inflamacién (figura 40). Concretamente, las CRT producen: 1) interleuquina-6 (IL-6), 2) interleuquina-10 (IL-10), 3)
factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), 4) proteina quimioatrayente de monocitos 1 (PQM-1) y 5)
antagonista de receptor de la interleuquina 1 (IL-1ra). Las caracteristicas de estas cinco citoquinas se resumen en la
Tabla 5, a continuacién.

| Tabla 5. Caracteristicas de las citoquinas expresadas por las CRT

|CITOQUINA| CARACTERISTICA

Receptor sefiuelo de IL-1 que regula negativamente la inflamacién. IL-1ra e IL-10 son producidas

IL- 1ra P~ " . ;
caracteristicamente por macréfagos activados alternativamente

La interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina pleiotrépica con un amplio abanico de actividades biol6gicas.
Esta citoquina regula la polarizaciéon de las células T CD4+ no expuestas hacia el fenotipo Th2,
IL-6 estimula adicionalmente la diferenciacion de Th2 mediante la regulacién positiva de la expresion de
NFAT1 e inhibe la diferenciacion proinflamatoria de Thl mediante la induccién del supresor de la
sefalizacion de citoquinas SOCS1.

Producida por tipos celulares que median en actividades antiinflamatorias; inmunidad de tipo Th2,
inmunosupresién y reparacion de tejidos. IL-10 e IL-1ra son producidas caracteristicamente por
macréfagos activados alternativamente. IL-10 también participa en la induccion de las células T
reguladoras. Ademas, las células T reguladoras secretan niveles elevados de IL-10.

IL-10

MCP-1 inhibe la transferencia adoptiva de enfermedades autoinmunol6gicas en modelos animales y
MCP-1 regula la diferenciacion de TH2, indicando una propiedad antiinflamatoria, particularmente en caso de
que se equilibre con MIP-a.

Citoquina angiogénica con propiedades inmunosupresoras simultdneas que actuan al nivel de la célula

VEGF presentadora de antigenos.

Entre las caracteristicas adicionales de las CRT se incluyen la falta de capacidad de produccién espontanea, o una
produccion de nivel muy bajo de determiandos mediadores cruciales que es conocido que activan la ruta inflamatoria
de TH1, incluyendo la interleuquina-alfa (IL-1a), la interleuquina beta (IL-1B), el interferon- gamma (IFNy) y, mas
notablemente, la interleuquina-12 (IL-12). Resulta importante que las CRT producen estas ultimas citoquinas de tipo
TH1 espontaneamente durante la sustitucién del medio o en cultivos por perfusion o tras la induccién deliberada con
estimulos inflamatorios conocidos, tales como lipopolisacarido (LPS) bacteriano. Las CRT producen niveles bajos de
IFNy sélo tras la induccion de las células T por mAb anti-CD3. Finalmente, las CRT producidas mediante los
presentes métodos producen mas de las citoquinas antiinflamatorias IL-6 e IL-10, asi como menos de la citoquina
inflamatoria IL-12.

Ademas, las CRT son inducibles para la expresion de un enzima regulador inmunolégico clave denominado
indolamin-2,3-dioxigenasa (IDO). Las CRT segun la presente invencion expresan niveles mas altos de IDO ftras la
induccion con interferén-y. Se ha demostrado que la IDO regula negativamente las respuestas inflamatorias tanto
nacientes como actuales en modelos animales y en el ser humano (Meiserl R. et al., Blood 103:4619-4621,
2004; Munn D.H. et al., J. Immunol. 156:523-532, 1996; Munn D.H. et al., J. Exp. Med. 189:1363-1372, 1999; Munn
D.H. y Mellor A.L., Curr. Pharm. Des. 9:257-264, 2003; Mellor A.L. y Munn D.H., J. Immunol. 170:5809-5813 3,
2003).

Conjuntamente, dichas caracteristicas Unicas de las CRT segun la invencion crean un ambiente mas antiinflamatorio
para la reparacion de tejidos y, por lo tanto, un tratamiento mas eficaz para la reparacion de tejidos.

Tal como se ha comentado anteriormente, las CRT se encuentran altamente enriquecidas en una poblacion celular
que coexpresa CD90 y CD15.

CD90 se encuentra presente en células madre y progenitoras que pueden diferenciarse en multiples linajes. Estas
células son una poblacion heterogénea de células que probablemente se encuentran en diferentes estados de
diferenciacion. Se han identificado marcadores celulares en las células madre de origen embrionario o fetal que
define el estado de célula madre de la célula. Uno de estos marcadores es SSEA-1, también denominado CD15. Se
encuentra CD15 sobre las células madre embrionarias de ratén, pero no se expresa sobre las células madre
embrionarias humanas. Sin embargo, se ha detectado en células madre neurales tanto de raton como humanas.
CD15 tampoco se expresa sobre las células madre mesenquimales purificadas derivadas tanto de médula 6sea
humana como de tejido adiposo (ver la Tabla 6). De esta manera, la poblacion celular en las CRT que coexpresan
tanto CD90 como CD15 son una poblaciéon celular Unica y pueden definir el estado de tipo célula madre de las
células CD90 derivadas de adulto.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en otro aspecto de la invencidn, la poblacién celular que expresan tanto

CD90 como CD15 puede enriquecerse adicionalmente. La expresion "enriquecida adicionalmente” se refiere a que la

composicién celular contiene 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% de

células CD90" CD15". Las CRT pueden enriquecerse adicionalmente en células CD90* CD15" mediante métodos
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conocidos de la técnica, tales como la seleccién positiva 0 negativa utilizando anticuerpos dirigidos a marcadores de
superficie celular. Las CRT que han sido enriquecidas adicionalmente en células CD90* CD15" resultan
particularmente Utiles en la reparacion y regeneracion 6seas.

Tabla 6

| Fenotipo celular ||CRT||CMN P0|
| %deCD90" |[23,99|| 98,64 |
| %deCD15" 39,89 0,76 |

% de
cDi5YcDoot  ||19:94| 0.22
| N 2] 4 |

Se evaluaron UFC-F y el potencial osteogénico de las CD90" CD15". Al eliminar las células CD90", se eliminé todas
las UFC-F y el potencial osteogénico in vitro. Inesperadamente, aunque la frecuencia global de CD90 y UFC-F era
mas alta en cultivos de CMN (en las que las CD90 no expresan CD15), el nimero relativo de UFC-F por cada
células CD90 era drasticamente mas alto en las CRT (figura 41). Lo anterior demuestra que las células CD90 son
mucho mas potentes con las CRT que al cultivarse en forma de poblaciones celulares purificadas.

Se midi6 el potencial osteogénico tanto in vitro como in vivo. Nuevamente, bajo condiciones en las que las células
expresan CD15 (CRT), el potencial osteogénico era mas alto que el observado en células mesenquimales (figura
42).

Métodos terapéuticos

Las células de reparacion de tejidos (CRT) resultan Utiles para una diversidad de métodos terapéuticos, entre ellos la
reparacion de tejidos, la regeneracion de tejidos y la manipulacién de tejidos. Por ejemplo, las CRT resultan utiles en
la regeneracién Osea, la regeneracion cardiaca, la regeneracion vascular, la regeneracion neural y el tratamiento de
los trastornos isquémicos. Entre las condiciones isquémicas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, la isquemia de
las extremidades, la insuficiencia cardiaca congestiva, la isquemia cardiaca, la isquemia renal y ERET, el ictus y la
isquemia ocular. Ademas, debido a las citoquinas inmunorreguladoras producidas por las CRT, éstas también
resultan Utiles en el tratamiento de una diversidad de enfermedades inmunolégicas e inflamatorias. Entre las
enfermedades inmunolégicas e inflamatorias se incluyen, por ejemplo, la diabetes (de tipo | y de tipo ll), las
enfermedades intestinales inflamatorias (Ell), la enfermedad del injerto contra el huésped (EICH), la soriasis, el
rechazo de células alogénicas, tejidos u 6rganos (induccion de tolerancia), las enfermedades cardiacas, las lesion de
la médula espinal, la artritis reumatoide, la osteoartritis, la inflamacién debida al reemplazo o revision de cadera, la
enfermedad de Crohn, las enfermedades autoinmunolégicas tales como el lupus eritematoso sistémico (LES), la
artritis reumatoide (AR) y la esclerosis mdltiple (EM). En otro aspecto de la invencion, las CRT también resultan
utiles para inducir la angiogénesis.

Las CRT se administran en sujetos mamiferos, por ejemplo el ser humano, para llevar a cabo la reparacién o
regeneracion de tejidos. Las CRT se administran alogénica o autogénicamente.

Las cualidades unicas de las CRT polarizan fuertemente la respuesta del huésped alejandola de la ruta destructora
de tejidos de la inflamacién y hacia la reparacion de heridas con rapida cicatrizacion de los tejidos dafados.
Ademas, algunas de las células son capaces de diferenciacion especifica de tejidos (por ejemplo CD90" al hueso),
ayudando adicionalmente a la regeneracion de los tejidos. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, las CRT
resultan eficaces en la induccién de la reparacién de tejidos en un amplio abanico de enfermedades.

Administracion farmacéutica y formas de dosificacion

Las CRT descritas pueden administrarse en forma de una preparacion farmacéutica o fisiolégicamente aceptable o
de una composicion que contiene un portador, excipiente o diluyente fisiologicamente aceptable, y administrarse en
los tejidos del organismo receptor de interés, incluyendo seres humanos y animales no humanos. La composicion
que contiene CRT puede prepararse mediante resuspension de las células en un liquido o soluciéon adecuado, tal
como solucién salina fisiolégica estéril u otros liquidos acuosos inyectables fisiolégicamente aceptables. Las
cantidades de los componentes que deben utilizarse en dichas composiciones pueden determinarse rutinariamente
por el experto en la materia.

Las CRT o composiciones de las mismas pueden administrarse mediante aplicaciéon de las suspensiones de CRT
sobre material absorbente o adherente, es decir, una matriz de esponja de colageno, y la insercién del material que
contiene CRT en el sitio de interés o sobre el mismo. Alternativamente, las CRT pueden administrarse por vias
parenterales de inyeccion, incluyendo la subcutanea, intravenosa, intramuscular e intraesternal. Entre otros modos
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de administracion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, la intranasal, intratecal, intracutanea, percutéanea,
entérica y sublingual. En una realizacion de la presente invencion, la administracion de las CRT pueden estar
mediada por cirugia endoscopica.

Para la administracién inyectable, la composicién se encuentra en una solucion o suspension estéril o puede
resuspenderse en vehiculos acuosos u oleaginosos farmacéutica y fisiolégicamente aceptables, los cuales pueden
contener conservantes, estabilizantes y material que convierte a la solucién o suspension en isotdnica con los
liquidos corporales (es decir, la sangre) del receptor. Entre los ejemplos no limitativos de excipientes adecuados
para la utilizacién se incluyen agua, solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4, solucién acuosa de cloruro
sddico 0,15 M, dextrosa, glicerol, etanol diluido y similares, y mezclas de los mismos. Son estabilizantes ilustrativos,
polietilenglicol, proteinas, sacaridos, aminoacidos, acidos inorganicos y acidos organicos, los cuales pueden
utilizarse no acompafnados o como mezclas. Las cantidades, asi como las vias de administracion utilizadas, se
determinan individualmente y corresponden a las cantidades utilizadas en tipos similares de aplicacién o indicacién
conocidos por el experto en la materia.

En consistencia con la presente invencion, las CRT pueden administrarse en tejidos corporales, incluyendo el
higado, pancreas, pulmdn, glandula salivar, vaso sanguineo, hueso, piel, cartilago, tendén, ligamento, cerebro, pelo,
rifidn, musculo, masculo cardiaco, nervio, musculo esquelético, articulaciones y extremidades.

El nimero de células en una suspension de CRT y el modo de administracién pueden variar segun el sitio y
condicion que se esta tratando. A modo de ejemplos no limitativos, segun la presente invencién se inyectan
aproximadamente 35-300x10° CRT para llevar a cabo la reparacion de tejidos. Consistentemente con los Ejemplos
dados a conocer en la presente memoria, un experto en la materia puede modular las cantidades y métodos de los
tratamientos basados en CRT segun las necesidades, limitaciones y/o optimizaciones determinadas para cada caso.

La composicion farmacéutica de CRT puede comprende entre aproximadamente 8% y 54% de células CD90" y
entre aproximadamente 46% y 92% de células CD45". La composicion farmacéutica de CRT preferentemente
contiene entre aproximadamente 35x10° y 300x10° células nucleadas viables y entre aproximadamente 7x10° y
75x10° células CD90* viables. La composicion farmacéutica de CRT preferentemente presenta menos de 0,5 EU/ml
de endotoxina y ningln crecimiento bacteriano o flingico. En realizaciones preferentes, una forma de dosificacion de
CRT se encuentra comprendida en 4,7 a 7,3 ml de portador acuoso farmacéuticamente aceptable. La solucién o
suspension preferente es la Multiple Electrolyte Injection tipo 1 (USP/EP). Cada 100 ml de Multiple Electrolyte
Injection tipo 1 contiene 234 mg de cloruro sédico, USP (NaCl), 128 mg de acetato potasico, USP (C2H3KOy) y 32
mg de acetato de magnesio tetrahidrato (Mg(C2Hz02)2*4H20). No contiene agentes antimicrobianos. El pH se ajusta
con acido clorhidrico. El pH es de 5,5 (4,0 a 8,0). La Multiple Electrolyte Injection tipo 1 preferentemente se
suplementa con 0,5% de albdmina de suero humano (USP/EP). Preferentemente, la composicién farmacéutica de
CRT se almacena a 0-12°C, no congelada.

Indicaciones y modos de administracion de CRT

Las CRT pueden prepararse y procesarse para la administracion en pacientes utilizando los procedimientos
descritos, en los que la formulacion son las CRT con eliminacion sustancial de todos los componentes de cultivo
hasta niveles considerados seguros por la FDA. Resulta crucial que las células presenten una viabilidad final
superior a 70%; sin embargo, a mayor viabilidad de la suspensién celular final, mas potente y eficaz sera la dosis
celular final, y a menor cantidad de residuos celulares (membranas celulares, organulos y acidos nucleicos libres
procedentes de células muertas), los procedimientos que incrementan la viabilidad celular, manteniendo
simultaneamente los niveles sustancialmente bajos de componentes de cultivo y recolectados y sistemas de
procesamiento asépticos cerrados, resultan altamente deseables.

Isquemia de las extremidades

Se ha demostrado que las células derivadas de médula 6sea se utilizan para la regeneracion vascular en pacientes
con isquemia critica de las extremidades, enfermedad vascular periférica o sindrome de Burger. Las CRT
administradas en los pacientes con extremidades isquémicas han demostrado incrementar la regeneracion vascular.
Las CRT se administran en los pacientes mediante la creacién de una suspension celular y eliminando las CRT de la
bolsa o vial suministrado en el que se administran. Se utiliza una jeringa para eliminar la suspension de CRT y
después se cargan volumenes de inyeccién individuales mas pequenos, de 0,25 ml a 1 ml, desde la jeringa principal
utilizando un adaptador de jeringa, y después se administran varios volimenes de inyeccion individuales mediante
inyeccion intramuscular en el sitio de la isquemia de extremidades y en donde se requiere formacién vascular. Las
CRT pueden administrarse mediante un amplio abanico de tamanos de aguja, desde agujas grandes de calibre 16 a
agujas muy pequeias de calibre 30, asi como mediante catéteres muy largos de calibre 28 para procedimientos
minimamente invasivos. Alternativamente, las CRT también pueden administrarse intravascularmente y permitirse
que alcancen el sitio de isquemia para inducir la regeneracion local del tejido.
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Regeneracién cardiaca

Existe una diversidad de modos de administracion para inducir la regeneracion del tejido cardiaco. Las CRT se
administran intravascularmente y se permite que se dirijan al sitio de regeneracion. Alternativamente, las CRT
también se administran directamente en el musculo cardiaco, epicardialmente o endocardialmente, asi como
transvascularmente. Las CRT pueden administrarse durante un procedimiento a térax abierto o procedimientos
minimamente invasivos, tal como la administracién mediante un catéter. Las CRT se administran en estos pacientes
mediante la creacion de una suspension celular y eliminando las CRT de la bolsa o vial suministrado en el que se
administran. Se utiliza una jeringa para eliminar la suspension de CRT y después se cargan volimenes de inyeccion
individuales mas pequefios, de 0,25 ml a 1 ml, desde la jeringa principal utilizando un adaptador de jeringa, y
después se administran varios volimenes de inyeccién individuales mediante inyeccién intramuscular en el sitio de
la isquemia de extremidades y en donde se requiere formacion vascular. Las CRT pueden administrarse mediante
un amplio abanico de tamafos de aguja, desde agujas grandes de calibre 16 a agujas muy pequefas de calibre 30,
asi como mediante catéteres muy largos de calibre 28 para procedimientos minimamente invasivos.

Regeneracién de médula espinal

Existe una diversidad de maneras en las que se utilizan las CRT para la regeneracién tras la lesion de médula
espinal (LME). Las CRT pueden inyectarse directamente en el sitio de la LME, sembrarse en una matriz
(seleccionada de la lista proporcionada posteriormente para la regeneracion 6sea) y sembrarse en médula espinal
resecada o simplemente aplicada en el sitio de manera que las CRT puedan migrar hasta el sitio de la lesion.
Alternativamente, las CRT también pueden administrarse intravascularmente y permitirse que alcancen el sitio de
isquemia para inducir la regeneracién local del tejido.

Existe una diversidad de otras aplicaciones en las que pueden administrarse CRT localmente en el tejido mediante
inyeccion directa, sembrandolas en una matriz para la administracion localizada, o administrarse mediante el
sistema vascular, permitiendo que las CRT se dirijan al sitio de lesién o enfermedad. Estas enfermedades son la
isquemia de las extremidades, la insuficiencia cardiaca congestiva, la isquemia cardiaca, la isquemia renal y la
enfermedad renal de estadio terminal, el ictus y la isquemia ocular.

Indicaciones ortopédicas para las regeneraciones éseas

Las CRT han sido utilizadas con éxito en aplicaciones de regeneracion ésea en el ser humano. Opcionalmente, las
CRT se mezclan con matrices 3D para incrementar la administracion y localizacion en el sitio en el que se requiere
la regeneracién Osea. Las matrices tridimensionales se presentan en un abanico de formas fisicas y quimicas, y
también pueden afiadirse materiales ligantes viscosos o gelificados para ayudar a la manipulacién y a las
propiedades de administracion.

Entre las matrices tridimensionales se incluyen, por ejemplo, las particulas 6seas desmineralizadas, las particulas
Oseas mineralizadas, la ceramica sintética de la familia del fosfato célcico, tal como los fosfatos tricalcicos alfa (FTA),
FTA beta, hidroxiapatitos y mezclas complejas de estos materiales. Entre otras matrices se incluyen, por ejemplo,
las esponjas basadas en colageno, los materiales basados en polisacaridos, tales como el hialuronano y los
alginatos, los materiales poliméricos biodegradables sintéticos tales como los polilactidos, poliglicélidos,
polifumaratos, polietilenglicol, copolimeros de los mismos, asi como otros materiales conocidos de la técnica.

Cualquiera de las matrices utilizadas con las CRT puede procesarse en diferentes formas fisicas que son comunes
de la técnica de las aplicaciones de regeneracion de tejidos. Estas formas fisicas son espumas y esponjas de poro
abierto y cerrado, mallas tejidas o no tejidas basadas en fibras o particulas pequefias comprendidas entre
nanoparticulas y particulas de tamafo micrométrico (1 micrometro ---- 1.000 micrémetros) y macroparticulas en la
escala de tamaro milimétrica. Las particulas pequefas también presentan con frecuencia porosidad abierta, en la
que los nanoporos ayudan al transporte de nutrientes y metabolitos y proporcionando los microporos unos poros
suficientemente grandes para facilitar la siembra de las células y la integracion en los tejidos.

En el caso de que las matrices utilizadas para la administracion celular sean particulas pequenas administradas en
sitios de lesién, en ocasiones se utilizan materiales o geles viscosos para ligar las particulas que ayudan a la
manipulacién y administracion de los materiales, asi como a mantener las particulas y células localizadas en su sitio
tras la aplicacion. Entre los materiales ligantes viscosos se incluyen, por ejemplo, hialuronano, alginatos, colagenos,
polietilenglicoles, polifumaratos, coagulos sanguineos y coagulos basados en fibrina, asi como mezclas de estos
materiales, en forma de liquidos viscosos o de hidrogeles blandos o duros. Otros materiales e hidrogeles viscosos
son conocidos de la técnica.

En diversas realizaciones, las CRT se administran con FTC, hueso desmineralizado y particulas de hueso
mineralizado en tamafios comprendidos entre 200 micrémetros y 5 milimetros, segun la aplicacion concreta.
Opcionalmente, dichos materiales se ligan con coagulos basados en fibrina preparados a partir de plasma autélogo
recién preparado procedente del paciente. También pueden utilizarse otros coagulos de fibrina o diferentes
hidrogeles, o materiales de matriz comunes.
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Generalmente, las CRT se mezclan con las matrices inmediatamente antes de la cirugia en el caso de que se
utilicen para la regeneracién 6sea. Para la regeneracion de huesos largos, tipicamente el area de no unién 6sea es
abierta por el cirujano y se retira el hueso necrético. El hueso o area no unido en donde se necesita hueso puede ser
decorticada o no por el cirujano para permitir el sangrado en el sitio, momento en el que el cirujano aplica la mezcla
de CRT-matriz entre los huesos en donde se producira la regeneracién. Esta mezcla de CRT y matriz induce la
regeneracion del tejido, guiando la matriz fisica la localizacién de la regeneracién 6sea y proporcionando las CRT el
estimulo de reparacion del tejido para inducir la angiogénesis, la cicatrizacion de la lesion y la regeneracion ésea. La
mezcla remanente de CRT/matriz se aplica opcionalmente en torno a la linea de fractura tras la colocacion de
cualquier elemento ortopédico, tal como placas, barras, tornillos o clavos.

Métodos de produccion de CRT

Las CRT se aislan a partir de cualquier tejido de mamifero que contenga células mononucleares de médula 6sea
(CMN-MO). Son fuentes adecuadas de CMN-MO, sangre periférica, médula 6sea, sangre de cordén umbilical o
higado fetal. Con frecuencia se utiliza sangre debido a que este tejido se obtiene facilmente. Entre los mamiferos se
incluyen, por ejemplo, un ser humano, un primate, un ratén, una rata, un perro, un gato, una vaca, un caballo o un
cerdo.

El método de cultivo para regenera las CRT se inicia con el enriqguecimiento de las CMN-MO a partir del material
inicial (por ejemplo tejido) mediante la eliminacién de los glébulos rojos y algunas de las células polinucleadas
utilizando un método convencional de fraccionamiento celular. Por ejemplo, las células se fraccionan mediante la
utilizacién de la separacion en gradiente de densidad de FICOLL®. El volumen de material inicial necesario para el
cultivo tipicamente es pequeno, por ejemplo 40 a 50 ml, con el fin de proporcionar una cantidad suficiente de células
para iniciar el cultivo. Sin embargo, puede utilizarse cualquier volumen de material inicial.

A continuacién, se evalta la concentracién de células nucleadas utilizando un contador celular automatico y la
fraccion enriquecida del material inicial se inocula en una biocamara (recipiente de cultivo celular). El nimero de
células inoculadas en la biocdmara depende de su volumen. Los cultlvos de CRT que pueden utilizarse segun la
invencion se llevan a cabo a densidades celulares de entre 10* y 10° células por ml de cultivo. En el caso de que se
utilice una biocamara Replicell de Aastrom, se inoculan 2-3x10® células en total en un volumen de aproximadamente
280 ml.

Antes de la inoculacién, se ceba una biocamara con medio de cultivo. A titulo ilustrativo, el medio utilizado segun la
invencion comprende tres componentes basicos. El primer componente es un componente medio que comprende
IMDM, MEM, DMEM, RPMI 1640, medio alfa o medio de McCoy o un componente medio de cultivo equivalente
conocido. El segundo es un componente sérico que comprende por lo menos suero de caballo o suero humano y
opcionalmente puede comprender ademas suero de feto bovino, suero de bovino neonato y/o suero bovino.
Opcionalmente, pueden utilizarse medios de cultivo libres de suero conocidos de la técnica. El tercer componente es
un corticoesteroide, tal como hidrocortisona, cortisona, dexametasona, solumedrol o una combinacién de ellos,
preferentemente hidrocortisona. En el caso de que se utilice una biocamara Aastrom Replicell, el medio de cultivo
consiste de IMDM, aproximadamente 10% de suero de feto bovino, aproximadamente 10% de suero de caballo,
aproximadamente 5 pM de hidrocortisona y 4 mM de L-glutamina. A continuacién, se pasaron las células y los
medios por la biocamara en un programa controlado de perfusion gradual durante el procedimiento de cultivo. Las
células se cultivaron durante 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 6 mas dias. Preferentemente las células se cultivaron durante
12 dias. Por ejemplo, utilizadas con el casete celular del sistema Replicell de Aastrom, los cultivos se mantuvieron a
37°C con 5% de COz y 20% de Os.

Estos cultivos se llevaron a cabo tipicamente a un pH que era aproximadamente el fisiol6gico, es decir, 6,9 a 7,6. El
medio se mantuvo a una concentracion de oxigeno que correspondia a una atmoésfera con oxigeno que contiene
entre 1% y 20% en vol. de oxigeno, preferentemente entre 3% y 12% en vol. de oxigeno. El intervalo preferente de
concentraciones de O; se refiere a la concentracién de O» préxima a las células, no necesariamente al punto de
introduccion de Oz, que puede encontrarse en la superficie del medio o a través de una membrana.

Los programas de cultivo estdndares requieren el intercambio semanal de medio y suero, como intercambio Unico
realizado semanalmente o un intercambio de la mitad de medio y suero realizado dos veces semanalmente.
Preferentemente, el medio nutritivo del cultivo se sustituye, preferentemente se perfunde, continuamente o
peridédicamente a una tasa de aproximadamente 1 ml por cada ml de cultivo cada perlodo de entre aproximadamente
24 y aproximadamente 48 horas, para celulas cultivadas a una densidad de entre 2x10° y 1x10” células por ml. Para
densidades celulares de entre 1x10* y 2x10° células por ml, puede utlllzarse la misma tasa de intercambio del medio.
De esta manera, para densidades celulares de aproxmadamente 10’ células por ml, la presenta tasa de sustitucion
del medio puede expresarse como 1 ml de medio por cada 107 células por cada periodo de entre aproximadamente
24 y aproximadamente 48 horas. Para densidades celulares superiores a 10’ células por ml, la tasa de intercambio
de medio puede incrementarse proporcionalmente para alcanzar un flujo de medio y suero constante por célula y
unidad de tiempo.
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Se describe un método de cultivo células de médula 6sea en Lundell et al, "Clinical Scale Expansion of
Cryopreserved Small Volume Whole Bone Marrow Aspirates Produces Sufficient Cells for Clinical Use", J.
Hematotherapy 8:115-127, 1999 (que se incorpora en la presente memoria como referencia). Los aspirados de
médula 6sea (MO) se diluyeron en solucion salina tamponada isoténica (diluyente 2, Stephens Scientific, Riverdale,
NJ) y las células nucleadas se contaron utilizando un contador celular Coulter ZM (Coulter Electronics, Hialeah). Los
eritrocitos (no nucleados) se lisaron utilizando un lisador manual (Stephens Scientific) y las células mononucleares
(MNC) se separaron mediante centrifugacién en gradiente de densidad (Ficoll- Paque Plus, Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suecia) (gravedad especifica: 1,077) a 300g durante 20 minutos a 25°C. Las CMN-MO se lavaron dos
veces con medio de cultivo de MO a largo plazo (CMOLP), que es un medio de Dulbecco modificado por Iscove
(MDMI) suplementado con L-glutamina 4 mM (GIBCO BRL, Grand Island, NY), suero de feto bovino (FBS) al 10%
(Bio-Whittaker, Walkersville, MD), suero de caballo al 10% (GIBCO BRL), 20 ug/ml de vancomicina (Vancocin® HCI,
Lilly, Indlanapolls IN), 5 yg/ml de gentamicina (Fujisawa USA, Inc., Deerfield, IL) e hidrocortisona 5 uM (Solu-
Cortef®, Upjohn, Kalamazoo, MI) antes del cultivo.

Almacenamiento de las células

Tras el cultivo, se recolectaron las células, por ejemplo utilizando tripsina, y se lavaron para eliminar el medio de
crecimiento. Las células se resuspendieron en una soluciéon de electrolitos de grado farmacéutico, por ejemplo
Isolyte (B. Braun Medical Inc., Bethlehem, PA) suplementado con albdimina sérica. Alternativamente, las células se
lavaron en la biocamara antes de la recoleccion utilizando el procedimiento de recoleccion de lavado descrito
posteriormente. Opcionalmente después de la recoleccion las células se concentraron y se crioconservaron en un
recipiente biocompatible, tal como recipientes de criogenizacién de 250 ml (Baxter Healthcare Corporation, Irvine,
CA) utilizando una solucién madre crioprotectora que contenia DMSO al 10% (Cryoserv, Research Industries, Salt
Lake City, UT), HSA al 10% (Michigan Department of Public Health, Lansing, Ml) y 200 ug/ml de ADNasa humana
recombinante (Pulmozyme Genentech, Inc., South San Francisco, CA) para inhibir la aglutinacién celular durante la
descongelacion. El recipiente de criogenizacién se transfirid a un casete preenfriado y se crioconservo bajo una tasa
de congelacion controlada (modelo 1010, Forma Scientific, Marietta, OH). Las células congeladas se transfirieron
inmediatamente a un congelador de nitrégeno liquido (CMS-86, Forma Scientific) y se almacenaron en la fase
liquida. Los volumenes preferentes para los cultivos concentrados se encontraban comprendidos entre
aproximadamente 5 ml y aproximadamente 15 ml. Mas preferentemente, las células se concentraron hasta un
volumen de 7,5 ml.

Post-cultivo

Tras recolectarlas de la biocamara, las células se mantuvieron en una soluciébn que consistia de diversos
componentes disueltos que eran necesarios para dar soporte al cultivo de las células, asi como componentes
disueltos producidos por las células durante el cultivo. Muchos de estos componentes no eran seguros o de otro
modo no resultaban adecuados para la administracion en el paciente. Por lo tanto, para crear células listas para el
uso terapéutico en el ser humano resulta necesario separar los componentes disueltos de las células mediante
sustitucion de la solucidon de cultivo por una nueva solucién que presente una composicion deseada, al como una
solucion de electrolitos inyectable de grado farmacéutico adecuada para el almacenamiento y la administracion
humana de las células en una aplicacion de terapia celular.

Un problema significativo asociado a muchos procedimientos de separacion es el dafio celular causado por las
fuerzas mecanicas aplicadas durante estos procedimientos, manifestadas, por ejemplo, en una reduccion de la
viabilidad y funcién biol6gica de las células y en un incremento del ADN y residuos celulares libres. Ademas, puede
producirse una pérdida significativa de células debido a la incapacidad de transferir la totalidad de las células al
aparato de separacion, asi como de extraer todas las células del aparato.

Las estrategias de separacion comunmente se basan en la utilizacién de la centrifugacion o la filtracion. Un ejemplo
de separacion centrifuga es el procesador celular COBE 2991 (COBE BCT) y un ejemplo de una separacion
mediante filtracion es el lavador celular CYTOMATE® (Baxter Corp.) (Tabla 7). Ambos son dispositivos de
separacion automatica del estado de la técnica disponibles comercialmente que pueden utilizarse para separar
(lavar) los componentes de cultivo disueltos de las células recolectadas. Tal como se puede observarse en la Tabla
7, estos dispositivos resultan en una caida significativa de la viabilidad celular, en una reduccién de la cantidad total
de células y en un desplazamiento del perfil celular debido a la pérdida preferente de la subpoblacion CD14 auto* de
las CRT, de gran tamario y fragil.
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Tabla 7. Rendimiento de 2 dispositivos de separacion celular diferentes, 3 estudios diferentes.

Procesador celular Lavador celular CYTOMATE® Lavador celular
COBE 2991 (n=3) (n=8) CYTOMATE® (n=26)
| Operacién principal || Centrifugacion || Filtracion I Filtracion |
Informe interno de Inf$§2§ d?riigﬁfc?ggnlg\fjaedgu de(;/o US Fracture Clinical
Estudio de referencia ||protocolo de Aastrom n® P 0 - BB-IND n® 10486
Aastrom MF n® 0384 informe MF o
PA-VB10043 o TRIAL- n®
n? 0384
|Pre-separacion media|| 93% I 93% I 95% |
Post-separacion
media viabilidad 83% 71% 81%
celular
Reduccion media de
la frecuencia de 18% 69% No disponible
CD14"Auto”
Recuperacion celular o o . .
media 73% 74% No disponible

Estas limitaciones de la técnica crean dificultades para implementar los procedimientos de fabricacién y produccion
para crear poblaciones celulares adecuadas para el uso humano. Resulta deseable que el procedimiento de
separacion minimice los dafios a las células y de esta manera resulte en una solucién celular con menos
componentes disueltos no deseados, conservando simultaneamente elevadas viabilidad y funcion bioldgica con
minima pérdida de células. Ademas, resulta importante minimizar el riesgo de introducir contaminantes microbianos
que resulten en un producto final inseguro. Una menor manipulacion y transferencia de las células reducira
inherentemente dicho riesgo.

La invencion descrita en la presente exposicion supera la totalidad de dichas limitaciones de la técnica actual
mediante la implementacion de un procedimiento de separacion para lavar las células que minimiza la exposicion de
las mismas a fuerzas mecanicas y que minimiza el atrapado de células que no pueden recuperarse. En
consecuencia, el dafo a las células (por ejemplo una viabilidad o funcién reducidas), la pérdida de células y el
desplazamiento del perfil celular resultan minimizados, separando eficazmente los componentes de cultivo disueltos
no deseados. En una implementacion preferente, la separacion se lleva a cabo en el mismo dispositivo en el que se
cultivan las células, lo que elimina el riesgo afadido de contaminacién por transferencia y separacién utilizando otros
aparatos. El procedimiento de lavado segun la invencion se describe posteriormente.

Recoleccion de lavado

Al contrario que en los procedimientos de cultivo convencionales, en los que las células se extraen (recolectan) de la
biocamara seguido de la transferencia a otro aparato para separar (lavar) las células de los materiales de cultivo, la
técnica de recoleccion de lavado invierte el orden y proporciona un medio Unico para completar todas las etapas de
separacion (lavado) previamente a la recoleccion de las células de la biocamara.

Para separar los materiales de cultivo de las células, puede introducirse un nuevo liquido de la composicién deseada
(o gas), preferentemente en el centro de la biocamara y preferentemente a un caudal controlado predeterminado. Lo
anterior resulta en que el liquido resulta desplazado y expulsado a lo largo del perimetro de la biocamara, por
ejemplo por las aberturas 48, el cual puede ser recogido en la bolsa de desecho 76.

En algunas realizaciones de la invencion, el diametro del espacio liquido en la biocamara es de aproximadamente 33
cm, la altura del espacio liquido es de aproximadamente 0,33 cm y los caudales de adici6n de liquidos de enjuague
y/o de recoleccion a la biocamara es de entre aproximadamente 0,03 y 1,0 intercambios de volumen (IV) por minuto
y preferentemente de entre 0,5 y aproximadamente 0,75 IV por minuto. Lo anterior corresponde sustancialmente a
aproximadamente 8,4 a aproximadamente 280 ml/min y preferentemente a 140 a aproximadamente 210 ml/min. Los
caudales y velocidades, segun algunas realizaciones, ayudan a garantizar que la mayoria de las células en cultivo
resultan retenidas en la biocamara y no se pierden en la bolsa de desecho y que no resulta necesario un periodo de
tiempo excesivamente prolongado para completar el procedimiento. Generalmente, la cantidad de células en la
camara puede encontrarse comprendida entre 10* y 108 células/ml. Para las CRT, la cantidad puede encontrarse
comprendida entre 10° y 10° células/ml, correspondiente a 30 a 300 millones de células en total para las
dimensiones de biocamara indicadas anteriormente. Evidentemente el experto en la materia entendera que variara
el nimero de células al variar las dimensiones de la biocamara.
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Segun algunas realizaciones, al recolectar las células en cultivo de la biocamara, puede seguirse el procedimiento
siguiente, que se describe en lineas generales en la Tabla 3, posteriormente. Las soluciones introducidas en la
biocamara se afiaden al centro de la misma. La bolsa de medio de desecho 76 puede recoger el liquido
correspondiente desplazado tras cada etapa, en la que se introduce un liquido o gas en la biocamara. De acuerdo
con lo anteriormente expuesto, tras cultivar las células se rellena la biocdmara con medio de cultivo condicionado
(por ejemplo IMDM, FBS al 10%, suero de caballo al 10%, metabolitos secretados por las células durante el cultivo)
e incluye entre aproximadamente 30 y aproximadamente 300 millones de células. A continuacion puede introducirse
una solucién de NaCl al 0,9% ("solucién de enjuague”) en la biocamara a un caudal de entre aproximadamente 140
y 210 ml por minuto hasta expulsar de la biocamara entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,0 litros del
volumen total (etapa 1).

Aunque un Unico intercambio de volumen para la introduccién de un liquido nuevo o diferente en la biocamara
reduce significativamente el liquido anterior dentro de la biocamara, quedara cierta cantidad del liquido anterior. De
acuerdo con ello, intercambios de volumen adicionales del liquido nuevo/diferente reduciran significativamente la
cantidad del liquido anterior.

Opcionalmente, en el caso de que las células de interés sean células adherentes, tales como CRT, la solucion de
enjuague se sustituye por solucion de recoleccion. Una solucién de recoleccién tipicamente es una solucién
enzimatica que permite desprender las células adheridas a la superficie de cultivo. Entre las soluciones de
recolecciéon se incluyen, por ejemplo, tripsina al 0,4%/EDTA en NaCl al 0,9%, que puede introducirse en la
biocamara a razén de entre aproximadamente 140 y 210 ml por minuto hasta administrar un volumen total de entre
aproximadamente 400 y aproximadamente 550 ml (etapa 2). A continuacién, transcurre un periodo de tiempo
predeterminado (por ejemplo 13 a 17 minutos) para permitir el desprendimiento enzimatico de las células adheridas
a la superficie de cultivo de la biocamara (etapa 3).

Puede introducirse Isolyte (B Braun) suplementado con HSA al 0,5% a razén de aproximadamente 140 a 210 ml por
minuto hasta administrar entre aproximadamente 2 y aproximadamente 3 litros del volumen total, para desplazar la
solucién enzimédtica (etapa 4).

En este punto, la separacion de soluciones no deseadas (medio de cultivo, solucién enzimatica) de las células se ha
completado sustancialmente.

Para reducir el volumen recogido, parte de la solucién de Isolyte preferentemente se desplaza utilizando un gas (por
ejemplo aire), que se introduce en la biocamara a un caudal dado a conocer (etapa 5). Este puede utilizarse para
desplazar aproximadamente 200 a 250 cm® del presente volumen de la biocamara.

A continuacién, la biocamara puede agitarse para resuspender las células sedimentadas en la solucién (etapa 6).
Esta suspension celular seguidamente puede drenarse a la bolsa de recoleccion celular 70 (u otro recipiente) (etapa
7). Puede anadirse una cantidad adicional de la segunda solucién a la biocamara y puede producirse una segunda
agitacion con el fin de enjuagar hacia el exterior cualesquiera otras células residuales (etapas 8 y 9). Este enjuague
final puede afadirse seguidamente a la bolsa de recoleccion 70 (etapa 10).

Tabla 8. Protocolo de recoleccién de lavado |

[NUmero y nombre de etapa Descripcion |
1 Enjuagar hacia el exterior el medio de Utilizar cloruro sédico para desplazar el medio de cultivo al

| |lcultivo interior del recipiente de desecho

2 ||Afiadir solucion de tripsina Sust/(q/r el c/qrurp sddico en la camara de cultivo por la

| solucion de tripsina

3 |lIncubacién con tripsina Incubacion estatica durante 15 minutos en solucion de

tripsina.

Enjuagar hacia el exterior la solucion de Anadir Isolyte con HSA al 0,5% para desplazar la solucion de

residuales.

4 ||tripsina/Transferencia en portador trinsina al reciiente de desecho

| |[farmacéuticamente aceptable P P

5 |lconcentracién/Reduccion de volumen Desplazar parte de la solucion de Iso/y,te con aire para reducir
. el volumen final (etapa de concentracion)

6 ||Agitar la biocamara Mgwm/ento de ba/egpceo para desprender y suspgnder las

| células en la solucion de Isolyte para la recoleccion

7 Drenar al interior del recipiente de Drenar las células en solucion de Isolyte hacia la bolsa de

| |[recoleccion recoleccion de células

8 ||Afadir solucion de enjuague a la biocamara Afadir mas Isolyte para enjuagar hacia el exterior las células
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(continuacion)
| Tabla 8. Protocolo de recoleccién de lavado |

[NUmero y nombre de etapa |IDescripcion |
Agitar la biocamara Mpwm/ento de bal@pceo para desprender y suspgnder las
células en la solucion de Isolyte para la recoleccion
Drenar al interior del recipiente de Drenar el enjuague final hacia el interior de la bolsa de
recoleccion recoleccion de células.

En comparacién con las CRT producidas utilizando un método convencional para el lavado posterior al cultivo (por
ejemplo CYTOMATE®), las CRT producidas utilizando el procedimiento de lavado de recoleccion muestran una
viabilidad posterior al lavado mas alta y mas consistente, una viabilidad posterior al almacenamiento mas alta, un
numero de células viables totales mas alto, un nimero de células CD90" viables totales mas alto, ligeramente menos
BSA residual y una cantidad de UFC-F y UFC-GM por producto mas alta y mas consistente. La viabilidad posterior al
lavado es mas consistente con el nuevo procedimiento de lavado, con una desviacion estandar de 2% en
comparaciéon con el 10% del procedimiento de lavado CYTOMATE®. Las CRT producidas utilizando el lavado de
recoleccién también presentaban un porcentaje mas alto de células CD90", lo que implica la presencia
adicionalmente de un porcentaje mas alto de células estromales medulares entre las CRT, por lo que el porcentaje
de células monocitos/macréfagos entre las CRT es mas alto. La presencia de VEGFR1 también se encontraba
incrementada en las CRT de lavado de recoleccion. Aunque el nimero total final de células viables es mas alto con
el nuevo procedimiento de lavado, el nuevo producto de lavado contiene mas agregados no disociados de células
viables que deben distinguirse de los agregados debido a residuos, una fuente probable de los grandes agregados
celulares observados ocasionalmente en el producto de lavado CYTOMATE® tras 24 horas de almacenamiento.
Estos agregados no disociados aparentemente no interfieren con el almacenamiento o administracion del producto
celular.

Métodos de separacion

El procedimiento de lavado de recoleccién descrito anteriormente también resulta Gtil para la separacion de
soluciones con componentes disueltos respecto de las particulas contenidas dentro de la solucién. El procedimiento
de lavado de recoleccion segun la invencion se basa en la capacidad inesperada de generar un flujo controlado de
solucion sobre particulas sedimentadas sobre una superficie horizontal, de manera que las particulas no resultan
desprendidas por el flujo y la solucién de efluente se recoge libre de particulas.

El procedimiento utiliza, por ejemplo, una camara cilindrica delgada con su diametro orientado horizontalmente y con
una altura que es suficientemente reducida para que una solucion introducida en la camara vacia llene la altura
antes de fluir horizontalmente. El diametro de la camara es suficientemente grande para alojar la cantidad de
particulas que debe separarse y tipicamente es muchas veces mayor que la altura de la camara.

Tipicamente, la cdmara incluye una altura de aproximadamente 0,4 cm para corresponde con la altura deseada para
la utilizacién de la camara para el cultivo de células, aunque puede encontrarse comprendida en el intervalo de entre
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 1,0 cm (o0 mas). El diametro de la camara puede ser de aproximadamente
33 cm, aunque también puede incluir un intervalo de entre aproximadamente 10 cm y aproximadamente 50 cm (o
mas). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, un volumen preferible de la cadmara, segin algunas realizaciones,
puede ser de aproximadamente 280 cm®, aunque este volumen (evidentemente) corresponde a los intervalos de
diametro y altura de la cadmara.

Antes de iniciar el procedimiento de separacién el volumen de la camara se llena por completo con una primera
solucion que contiene particulas. Las particulas son de densidad mas alta que la soluciéon y sedimentan por
gravedad o se adhieren a la superficie circular del fondo de la camara. La altura apilada total de las particulas en la
camara, que puede minimizarse mediante una distribucion uniforme de las particulas en la superficie del fondo, es
una fraccion pequefa de la altura total de la cdmara. Para llevar a cabo la separacién, se introduce una segunda
soluciéon de una nueva composicion deseada en el centro de la camara a un caudal controlado y la solucion fluye
simétricamente hacia el perimetro de la camara, desplazando la primera solucién en la camara, que fluye hacia el
exterior de la misma en el perimetro y es dirigida a un punto comun de recoleccion. Como resultado de la geometria,
la velocidad lineal del flujo se reduce proporcionalmente a la distancia respecto al centro, de manera que la
velocidad lineal es mas lenta en donde sale del perimetro de la camara. El caudal preferentemente se controla de
manera que la velocidad lineal sea suficientemente baja para evitar el movimiento de particulas sedimentadas hacia
el exterior de la camara, y para eliminar Unicamente liquido en la misma. La altura relativamente pequefa de la
biocamara tal como se describe en la presente memoria permite preferentemente un flujo de pistén en la direccién
radial para minimizar la mezcla de la solucién desplazada con la nueva solucion. De acuerdo con lo anteriormente
expuesto, lo anterior permite desplazar de la biocdmara un porcentaje elevado de la primera soluciéon con una
segunda solucién. Puede llevarse a cabo uno o mas intercambios de volumen adicionales con la segunda solucién
para reducir adicionalmente los niveles residuales de la primera solucién dentro de la camara.
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Como modo alternativo de funcionamiento, antes de retirar las particulas de la cadmara, la primera solucién también
puede ser desplazada por un gas, tal como el aire, el cual se introduce en el centro de la camara y en el mismo
intervalo de caudales indicado para la introduccion de una segunda solucién. Lo anterior resulta en una reduccion
controlada del volumen de liquido dentro de la camara, aunque reteniendo las particulas. A continuacién, puede
introducirse una solucion de enjuague de un volumen menor que la camara a modo de portador para eliminar y
recoger las particulas de la camara en un volumen de solucion reducido.

Puede utilizarse una diversidad de soluciones que son compatibles con las particulas contenidas a modo de liquido
de intercambio, por ejemplo para las células: cualquier medio de cultivo, cualquier tampdn fisioldgico o cualquier
inyectable de grado farmacéutico.

Puede utilizarse cualquier solucion enzimatica utilizada convencionalmente en el cultivo celular para el
desprendimiento y recoleccién de células adheridas. Segun el método de la invencion, el medio de cultivo con
células adheridas contenidas se sustituye por un tampoén que contiene el enzima. Las células se exponen al enzima
durante un periodo de tiempo de manera que las células adherentes ya no son adherentes. A continuacion, el
tampo6n de enzima se sustituye por otro liquido en el que las células pueden almacenarse o ser utilizadas. A
continuacion, la cadmara se agita para provocar la resuspension de las células en el liquido y éste se recoge en un
recipiente biocompatible. Por ejemplo, el liquido puede ser un crioprotector para el almacenamiento a -80°C o un
portador farmacéuticamente aceptable para la administracién en el paciente. Entre las soluciones enzimaticas para
la recoleccion celular se incluyen tripsinas (de origen animal, de origen microbiano o recombinantes), diversas
colagenasas, enzimas de origen microbiano alternativos, agentes de disociacion, proteasas generales o mezclas de
los mismos. A continuacion se proporciona una lista de algunas soluciones enzimaticas de recoleccién comerciales:

| Reactivo I Fabricante I Descripcion |
Reactivo de recoleccion Replicell® Invitrogen Tripsina de origen porcino
de Aastrom 9 P genp
TrypLe™ Invitrogen Enzima recombl_qante_ derivado de la
fermentacion microbiana
Solucién TrypzeanTM Sigma Tripsina bovina recomt?lnante expresada
en maiz
| HyQTase™ || HyClone || Enzimas proteoliticos y colagenoliticos |
Acutasa Innovatlye Cell Enzimas proteoliticos y colagenoliticos
Technologies, Inc.
L Innovative Cell Enzimas proteoliticos mas agentes de
Soluciéon Accumax . ; Iy
Technologies, Inc. dispersioén celular
| Tripsina recombinante/EDTA || Cascade Biologics || Tripsina bovina recombinante |

Sistema de biorreactor

Entre algunas realizaciones de la invencion se incluyen métodos y/o dispositivos para crear composiciones celulares
posteriormente al cultivo que resultan adecuadas para el uso terapéutico y pueden relacionarse con métodos y
dispositivos/sistemas dados a conocer en las patentes US n® 6.326.198 y 6.048.721.

Por ejemplo, el sistema de biorreactor dado a conocer en la patente US n° 6.048.721 puede utilizarse para poner en
practica los métodos segun algunas realizaciones de la invencion. Una parte de la presente exposicion, que describe
un sistema para poner en practica realizaciones de la presente invencién se describe posteriormente.

Tal como se muestra en la figura 1, un sistema de biorreactor incluye un casete celular desechable 100 en el que
tiene lugar el crecimiento y expansion de las células, una unidad incubadora 200 y hardware auxiliar, un controlador
del sistema 300 que controla el ambiente bioloégico y fisico durante el proceso de expansion, y una unidad
procesadora 400 que facilita por lo menos uno de entre el llenado, el procesamiento y la inoculacion de las células,
asi como la recoleccién final de las células tras completarse el proceso de expansion.

La simulacién de la médula 6sea con el fin del crecimiento y expansion ex vivo de células madre y progenitoras
hematopoyéticas de mamifero generalmente requiere, entre otras cosas, una concentracioén uniforme de oxigeno y
un suministro uniforme de un liquido perfusor portador de nutrientes para todas las células en cultivo. Una funcion
primaria del casete celular 100 es proporcionar un ambiente estéril y cerrado que proporcione oxigenacion y
perfusion del medio en la biocamara contenida.
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En referencia a la figura 5, el elemento primario del casete celular es una cdmara de cultivo de biorreactor de tipo
discoidal 10 ("biocamara") que presenta una periferia externa preferentemente circular. La biocamara puede estar
formada de cuatro componentes principales: una tapa 20, una base 30, un disco de lecho celular 40 y una
membrana permeable a los gases e impermeable a los liquidos 50.

Tal como se muestra esquematicamente en la figura 7, la tapa 20 de la biocamara se fija en la base 30
(preferentemente de una manera hermética a los liquidos), por ejemplo mediante la aplicacion localizada de energia
para soldar entre si las dos piezas (u otros medios de cierre, tales como una pluralidad de tornillos), radialmente en
su periferia exterior. La membrana 50 se pinza entre la tapa y la base y se estira firmemente de manera que separe
el volumen interior de la biocamara en partes superior e inferior.

El disco de lecho celular 40 se encuentra situado dentro de la parte inferior del interior de la biocamara.
Generalmente presenta una forma de disco con un labio anular 42 que se extiende hacia arriba en su periferia radial
externa. Tras la inoculacion de las células iniciales, se produce el crecimiento celular en un lecho de crecimiento
celular 25 definido entre la superficie superior del disco 40, la superficie inferior de la membrana 50 y el labio anular
42. La superficie superior A del labio anular 42 preferentemente es coplanar con la superficie superior de la pestafa
30 A de la base 30 al ajustar el disco 40 en la base, de manera que la membrana 50 puede cooperar con el labio 42
en el sellado del lecho de crecimiento celular 25.

El disco 40 del lecho celular presenta un puerto de suministro de medio de crecimiento radialmente central 44 que se
extiende hacia abajo a través de la base 30 hasta el exterior de la biocdmara. Alternativamente, el puerto de
suministro de medio de crecimiento puede encontrarse situado en un punto radialmente central en la parte superior
del disco 40 del lecho celular y extenderse hacia arriba a través del puerto central elevado 28 hacia el exterior de la
biocamara (no mostrado). También presenta por lo menos un puerto de recoleccion 46 (también puede incluir una
pluralidad de puertos de recoleccion) préximo al limite radialmente exterior del lecho celular, es decir,
inmediatamente en el interior del labio 42. El puerto 46 también se extiende a través de la base hasta el exterior de
la biocamara. Alternativamente, el puerto o puertos de recoleccion pueden estar situados préximos al limite
radialmente exterior de la base, es decir, inmediatamente en el interior del perimetro del lecho celular y extenderse
directamente desde la base hasta el exterior de la biocamara (no mostrados). Finalmente, una pluralidad, por
ejemplo 24, de aberturas de descarga de medio de desecho 48 se encuentran situadas en el perimetro del disco 40,
permitiendo la comunicacion de fluidos entre el compartimiento de lecho celular establecido en la parte superior del
disco y el compartimiento de desecho establecido en la parte inferior del disco. Las aberturas 48 preferentemente se
encuentran uniformemente espaciadas en torno a la periferia radialmente exterior del disco 40, inmediatamente
contiguas al labio 42.

Se suministra un medio de crecimiento rico en nutrientes por el puerto de suministro de medio 44. El medio de
crecimiento puede ser un medio de crecimiento estandar, tal como es bien conocido de la técnica, y puede presentar
un suplemento sérico, tal como suero de feto bovino, suero de caballo o suero humano. También puede no contener
suero. También pueden afadirse en caso necesario factores de crecimiento y reactivos tales como glutamina. El
medio de crecimiento puede suministrarse en bolsas premezclas o puede modificarse in situ.

Desde el puerto de suministro de medio, el medio de crecimiento entra en el lecho celular 24 y fluye radialmente
hacia el exterior, hacia la periferia radial del disco 40. A medida que fluye de esta manera, suministra nutrientes y
retira productos de desecho, cultivando las células dentro del mismo. Se descarga en forma de medio de desecho
del lecho celular mediante el flujo por la pluralidad de aberturas 48, tal como muestran las flechas en la figura 7.

Debido al flujo radialmente hacia al exterior del liquido perfusor y la disposicion de las aberturas de salida 48, las
células en el lecho de cultivo celular son uniformemente perfundidas con nutrientes. Por ejemplo, el flujo radial del
liquido perfusor a una pluralidad de aberturas de salida espaciadas equiangularmente estimula un flujo uniforme de
liquido desde la entrada y sobre el lecho celular hasta los sitios de salida perimetrales en la circunferencia del lecho
celular.

La base 30 presenta aberturas 32 y 34 por las que los puertos 44 y 46 pueden extenderse de una manera hermética
a los fluidos, por ejemplo mediante sellos (no mostrados) entre las aberturas y los puertos. Alternativamente, las
aberturas no resultan necesarias en el caso de que el puerto 44 se extienda hacia arriba a través del puerto central
28 y el puerto 46 se extienda directamente desde la base (no mostrado). La base incluye ademas un puerto de
salida 36 situado generalmente en el centro para el liquido de desecho desplazado de la biocamara. El liquido de
desecho de las aberturas 48 fluye radialmente hacia el interior, por el espacio entre la superficie del fondo del disco
40 y la superficie superior de la base 30, hasta el puerto 36 y de esta manera es expulsado de la biocamara. El
puerto 36 puede ser coaxial, aunque también puede ser ligeramente excéntrico respecto al centro radial de la base
30 con el fin de alojar la abertura 32 para el puerto de entrada de medio 44. Alternativamente, la abertura no resulta
necesaria en el caso de que el puerto 44 se extienda hacia arriba a través del puerto central 28 (no mostrado).

La tapa 20 de la biocamara se fija a la base 30 de una manera hermética a los fluidos, con la membrana 50 entre

ellas, tal como se ha indicado anteriormente. Puede incluirse un camino laberintico concéntrico de costillas que se

extiende hacia dentro desde la tapa 20 para proporcionar soporte a la membrana 50 frente a la distorsion debida a la
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presién fluida del liquido perfusor en el lecho celular. Las costillas 22 mantienen un espaciado preciso entre la
superficie superior del disco 40 y la superficie inferior de la membrana 50, es decir, un grosor preciso para el lecho
de crecimiento celular. Este grosor puede ser de aproximadamente 4 mm con el fin de garantizar una oxigenacién
adecuada de las células dentro del lecho de crecimiento celular. Alternativamente, puede utilizarse una serie de
soportes periddicos que se extienden hacia abajo desde la tapa 20 y un disco poroso delgado sobre el que se lamina
la membrana 40, con el fin de mantener la posiciéon de la membrana para proporcionar un grosor preciso del lecho
de crecimiento celular (no mostrado).

Las costillas 22 también forman una camara de gas de tipo laberintico por la que puede fluir un liquido de
oxigenacion, tal como aire, suministrando oxigeno que se difunde por la membrana y hacia el interior del lecho
celular. Los dos extremos del laberinto pueden ser contiguos de manera que pueda suministrarse aire de
oxigenacién al puerto de entrada de gases 24 y descargarse por el puerto de salida de gases 26. Alternativamente,
en el caso de que se hayan utilizado soporte periddicos en lugar del camino laberintico concéntrico de costillas, el
puerto de entrada y el puerto de salida de gases pueden situarse proximos al perimetro de la tapa enfrentados en
180° de manera que pueda suministrarse el aire de oxigenacion al puerto de entrada de gases y expulsarse por el
puerto de salida de gases (no mostrados).

Se forma un puerto central elevado en forma de campana 28 en el centro radial de la tapa 20 y forma una camara
sellada por la costilla anular 29 apoyada contra la membrana. Las células pueden inocularse en la camara de
crecimiento celular por un septo 28A del puerto central. Para ello, puede fijarse un septo no de latex para agujas en
un elemento del puerto con una banda hermética al aire para el acceso directo al area de residencia de las células.
Alternativamente, puede extenderse una linea de tubo desde el puerto central que puede conectarse con un
recipiente exterior de células utilizando un soldador de tubos estéril (no mostrado).

En referencia a las ilustraciones detalladas de la tapa, base y disco de lecho celular de la biocamara mostrados en
las figuras 8 a 10; la tapa 20 de la biocAmara se muestra en las figuras 8A y 8B. La tapa 20 preferentemente se
forma de un plastico no reactivo transparente moldeado por inyeccion, tal como poliestireno o PETG. Generalmente
presenta una parte principal discoidal 20A unida en su periferia radialmente exterior por una pestana 20B. La
pestafa 20B presenta una pluralidad uniformemente espaciada de orificios para tornillo 20C, por lo que pueden
pasar tornillos (no mostrados) para fijar la tapa 20 a la base 30. Alternativamente, puede utilizarse una soldadura
EMA (electromagnética) para fijar la tapa a la base (no mostrada).

El puerto central elevado 28 presenta generalmente forma de campana y un septo central 28A. El septo es una
barrera impermeable a gases y liquidos que puede ser perforada por una aguja de inyeccién y que es autosellante al
retirarse la aguja. Alternativamente, puede extenderse una linea de tubo desde el puerto central, que puede
conectarse con un recipiente exterior utilizando un soldador de tubos estéril (no mostrado). Una pluralidad
uniformemente espaciada de costillas de refuerzo radial 20D se extiende desde la parte principal 20A entre el puerto
central 28 y una costilla de refuerzo anular 20E contigua al borde 20B.

Las costillas 22 generalmente presentan una orientacion anular y forman un laberinto 20F, tal como muestran las
lineas discontinuas en la figura 8A. El laberinto puede ser intrincado, de manera que el gas de oxigenacién pueda
fluir por una camara de gases definida de esta manera en la totalidad del lecho de crecimiento celular. Los extremos
opuestos del laberinto preferentemente son contiguos entre si en el extremo radialmente exterior de la parte principal
20A. Un puerto de entrada 24 y el puerto de salida 26 se comunican con extremos opuestos del laberinto.
Alternativamente, en el caso de que se utilicen soportes periédicos en lugar del camino laberintico concéntrico de
costillas, el puerto de entrada y el puerto de salida de gases pueden situarse préximos al perimetro de la tapa
opuestos entre si en 180° de manera que el aire de oxigenacién pueda suministrarse al puerto de entrada de gases
y ser expulsado por el puerto de salida de gases (no mostrados).

La costilla radialmente mas interior 29 puede ser un anillo continuo que, en cooperacién con la membrana 50, sella
la cdmara de gases definida por el laberinto desde el interior del puerto central 28. La costilla continua radialmente
mas exterior 20F define el limite mas exterior del laberinto. Las puntas de todas las costillas 20F, 22 y 29 son
coplanares con la superficie del fondo de la pestafia 20B, de manera que las costillas sellan con la membrana 50
cuando la biocamara se encuentra ensamblada. Alternativamente, en el caso de que se utilicen soportes periddicos
en lugar del camino laberintico concéntrico de costillas, las puntas de todos los soportes son coplanares con la
superficie del fondo de la pestaiia 20B, de manera que se controla la posicién de la membrana 50 (no mostrada).

En referencia a las figuras 9A y 9B, el disco de lecho celular 40 preferentemente también esta formado de un
plastico no reactivo transparente moldeado por inyeccion, tal como poliestireno o PETG. Presenta una parte principal
generalmente discoidal 40A unida en su periferia radialmente exterior por el labio anular 42. La superficie exterior de
la parte principal generalmente es lisa y sin obstrucciones y forma una superficie de adhesién para la colonia celular
que se cultiva.

En referencia a las figuras 10A y 10B, la base 30 preferentemente también se forma de un plastico no reactivo

transparente moldeado por inyeccion, tal como poliestireno o PETG. También presenta una parte principal discoidal

30A unida mediante una pestafa periférica elevada 30A que presenta una superficie superior 30B y orificios para
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tornillo 30C. Alternativamente, los orificios para tornillo se sustituyen por elementos para llevar a cabo una soldadura
EMA para fijar la base a la tapa (no mostrada). En estado ensamblado, el disco 40 se ajusta por completo dentro de
los limites de la pestafia periférica 30A con la superficie A estrechamente contigua y coplanar con la superficie 30B.
Un labio periférico 30D se extiende hacia arriba desde el borde radialmente exterior de la pestafia 30B para
posicionar y retener la membrana 50 durante el ensamblaje de la biocamara.

La superficie superior de la parte principal 30A presenta una pluralidad de regiones elevadas 30E que proporcionan
soporte a la superficie del fondo del disco 40 y mantienen una separacion entre el disco 40 y la base 30, definiendo
de esta manera el camino de liquidos para el flujo de retorno del medio de desecho hasta el puerto central de salida
34. Los rebajes 30F y 30G circundan cada una de las aberturas 32 y 34 y pueden alojar elementos resilientes para
sellar las aberturas. Alternativamente, las aberturas no resultan necesarias en el caso de que el puerto 44 se
extienda hacia arriba a través del puerto central 28 y el puerto 46 se extienda directamente desde la base (no
mostrado).

Una pluralidad de costillas radiales de soporte 30H se extienden desde la superficie del fondo de la base y se
extienden entre las costillas anulares de soporte 30l y 30J. Las ampliaciones anulares de refuerzo 30K, 30L y 30M
circundan las aberturas 32, 34 y 36, respectivamente.

Durante el ensamblaje de la biocdmara, se sitian sellos apropiados en las aberturas 32 y 34, y el disco 40 se
posiciona dentro de la base 30 con las boquillas de los puertos 44 y 46 extendiéndose herméticamente desde las
aberturas respectivas, tal como se muestra esquematicamente en la figura 7. Alternativamente, las aberturas y sellos
relacionados no resultan necesarios en el caso de que el puerto 44 se extienda hacia arriba a través del puerto
central 28 el puerto 46 se extienda directamente desde la base (no mostrada). A continuacioén, la membrana 50 se
coloca sobre el disco 40 y la pestaria 30A, y se mantiene dentro del labio 30D. Alternativamente, la membrana 50 se
lamina en un disco poroso, proporcionando estabilidad mecéanica adicional previamente a la colocacion sobre el
disco 40 (no mostrado). La tapa 20 seguidamente se coloca sobre la base con los orificios para tornillo 20C y 30C
alineados, y se pasan tornillos por los orificios para tornillo y se apretan para unificar la biocamara. Alternativamente,
se utiliza una soldadura EMA para unir la tapa con la base (no mostrada). En este momento, la costilla anular
externa 20F tensara la membrana 50 contra la parte radialmente mas interna de la superficie 30B, sellando el interior
de la biocamara.

En referencia a las figuras esquematicas 5 y 6, la biocamara 10 se mantiene dentro de una carcasa de un casete
celular 100 y forma una unidad desechable preensamblada. La biocamara se fija a una base de casete 60 de la
carcasa del casete. En el sistema ilustrado, la base 60 presenta una pestafia de soporte 62 con una abertura central
que presenta una pluralidad de orificios. Los tornillos utilizados para fijar la tapa en la base de la biocamara 10
también pueden extenderse a través de dichos orificios para la fijacion de la biocamara en la base de casete 60.
Alternativamente, pueden montarse clips de montaje en la base para la fijacion de la biocamara en la base en 3 6
mas posiciones perimetrales uniformemente espaciadas (no mostradas). La base del casete se encuentra cerrada
desde la parte superior por una tapa 64 y desde la parte inferior por una bandeja 66, y se monta un recipiente de
suministro de medio 68 a una superficie frontal de la base 60 del casete para suministrar un medio de crecimiento a
la biocamara. El recipiente de suministro de medio 68 esta provisto de una linea de suministro de medio 68A
conectada al puerto de entrada de medio 44 de la biocamara. Se suministra aire presurizado desde una bomba de
aire al espacio de aire en la parte superior del medio en el recipiente de suministro de medio mediante la linea 68B,
y de esta manera se presuriza el medio de crecimiento de manera que proporcione un caudal constante de medio al
lecho de crecimiento celular 25 en la biocdmara. Se suministré medio de crecimiento adicional al recipiente por el
conducto de suministro 68C del recipiente de medio.

Puede conectarse una bolsa de recoleccién de células 70 (u otro dispositivo de recoleccion de células recolectadas)
al puerto de recoleccién 46 de la biocamara por el conducto 72 y la valvula de recoleccién 74.

Una bolsa de liquido de desecho 76 se encuentra situada en la parte inferior de la biocamara y descansa sobre la
bandeja 66 del casete celular. Recibe liquido de desecho de la biocamara mediante un dispositivo de camara de
goteo 78 unida a una placa de valvula 80 en la parte posterior del casete celular. La camara de goteo incluye un
interruptor de vacio para permitir una presion baja controlada con precision dentro de la biocamara. Un contador de
goteo (no mostrado) puede asociarse con el dispositivo de camara de goteo. Cuenta las gotas de liquido de desecho
para detectar el caudal.

El liquido de desecho alcanza el dispositivo de cadmara de goteo por una véalvula de desecho 82. La presion de gas
en el puerto central 28 de la biocdmara se utiliza para regular el flujo por la cdmara de goteo, por la valvula 84 del
puerto central y la linea 84A.

También conectado a la placa de valvula puede encontrarse un puerto de suministro 86 de la bomba de aire para

suministrar aire comprimido a una presién constante al recipiente de suministro de medio por la linea de suministro

68B de la bomba de aire; los puertos de entrada y salida de gas 88 y 90 para suministrar gas de oxigenacién fresco

y que descargan el gas de oxigenacién ya utilizado a partir de la biocamara; una valvula de suministrado de medio

92 conectada a la linea de administracion 68A del recipiente de medio; valvula de HBSS 94, y valvula de tripsina 96.
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Alternativamente, la valvula 94 y la valvula 96 se sustituyen por una Unica véalvula para la adicion de un abanico de
reactivos, tales como HBSS y tripsina (no mostrada).

Cada casete puede incluir ademas una "clave" que contiene un dispositivo de memoria no volatil y un reloj. Antes de
la utilizacion, la clave del casete se inicializa con datos de trazabilidad, comandos de protocolo y tiempo real a través
del controlador del sistema 300. La clave es utilizada por la electrénica del sistema durante el procedimiento de
produccion celular para registrar los datos pertinentes, asi como para accede a los comandos del protocolo.

Durante la utilizaciéon, se suministra un casete celular desechable estéril de un Unico uso 100 en un paquete
protector. Incluye el reservorio de suministro de medio 68, un control de flujo de medio (no mostrado), la biocamara
10, el reservorio de desecho 76, el reservorio de recoleccion 70, una clave y los tubos, valvulas y empaquetamiento
necesarios para interconectar y proporcionar soporte a los componentes. Alternativamente, el reservorio de
recoleccién puede proporcionarse como componente separado y después conectarse con el casete en el momento
de la recoleccién utilizando un soldador de tubos estéril.

Durante el funcionamiento, en primer lugar la clave es inicializada por el controlador del sistema. Tras inicializar la
clave, ésta es transferida al procesador 400. El procesador incluye un giroscopio multieje ("wobulador") 410. El
wobulador incluye una mesa de soporte 412 sobre la que puede fijarse el casete. El wobulador presenta conexiones
mecanicas 414 para hacer girar la mesa de soporte 412 en torno a dos ejes horizontales ortogonales.

Al cargar un casete celular en el procesador 400 y fijarlo en la mesa de soporte 410, y la clave indica que resulta
necesaria la inoculacion, el procesador proporciona una secuencia automatica de operaciones de inoculacién. Por
ejemplo, la secuencia de inoculacion puede consistir de las etapas siguientes. En primer lugar, la mesa del
wobulador 412 se lleva a una posicion inicial horizontal. A continuacién, se ceba el casete celular 100 con medio de
crecimiento hasta el volumen requerido, utilizando la alimentacién por gravedad de medio procedente del reservorio
68. Alternativamente, puede aplicarse presién en el reservorio para facilitar la transferencia de medio. Durante este
periodo, la véalvula de recoleccién 74 se encuentra cerrada y la valvula de desecho 82 se encuentra abierta de
manera que en el medio en la biocamara 25 puede fluir por las aberturas 48 pero no por la puerta de recoleccion 46.
A continuacion, se inclina el casete celular para generar una burbuja que se utilizara para distribuir las células.
Seguidamente la biocamara se inocula con células. Lo anterior puede llevarse a cabo mediante una jeringa
hipodérmica que pase por el septo del puerto central y la membrana. Alternativamente, puede conectarse un
recipiente con células a una linea de tubo que se extiende desde el puerto central utilizando un soldador para tubos
estéril y después inocularse células utilizando gravedad o presién (no mostrado). A continuacién, el wobulador hace
oscilar el casete celular (es decir, agita el contenido del mismo) segun un programa predeterminado con el fin de
distribuir las células sobre la superficie superior del disco 40. En este momento la burbuja ayuda a distribuir
uniformemente las células dentro de la biocamara. El aire remanente seguidamente se purga por el puerto central y
se saca el casete del procesador. El casete ahora se encuentra listo para la incubacion.

La biocamara 10 puede llenarse sustancialmente (preferentemente puede llenarse por completo) con el medio de ¢
recimiento, que puede resultar desplazado por las células durante la inoculacién. Por ejemplo, la biocamara puede
llenarse con aproximadamente 80% del volumen total con el medio de crecimiento. Las células, durante la
inoculacion, pueden suspenderse en el mismo medio de crecimiento o en un liquido/medio diferente. Durante la
inoculacion, la biocadmara puede llenarse no por completo (por ejemplo al 90% del volumen total), de manera que las
células puedan distribuirse uniformemente en el interior de la biocamara durante la agitacion. Tras la inoculacién
preferentemente la biocamara se encuentra sustancialmente llena (preferentemente llena por completo).

A continuacién, se introduce el casete en el incubador 200, en donde la biocamara se mantiene en posicion
horizontal para permitir que las células sedimenten por gravedad sobre la superficie inferior de la biocamara, en
donde permaneceran durante todo el cultivo. El incubador es un instrumento capaz de aceptar casetes celulares
para la produccién de células. Puede presentar la forma de una bandeja 210 a la que se encuentre unida una
pluralidad de casetes. Se acopla con el casete, proporcionado un control sobre el ambiente de cultivo dentro del
casete. También se encuentra conectada con el controlador del sistema 300 y a la clave para almacenar el tiempo y
fecha de inicio de la incubacion en la clave, y se proporcionan continuamente los datos de incubacion a la clave
durante la secuencia de incubacién. La clave recibe ademas informacion sobre sucesos anormales, tales como
alarmas o fallos de la alimentacién, la cantidad de medio utilizada y la identificacién del incubador. El incubador
controla el flujo de medio por la cdmara de crecimiento, la temperatura del reservorio de medio de crecimiento 68 y
la concentracion y caudal de los gases administrados en la camara de gases en la biocamara, basandose en los
parametros de control almacenados en la clave. El incubador monitoriza ademdas diversos parametros de
seguridad/alarma para garantizar que el procedimiento de produccién de células funciona de la manera esperada. Lo
anterior puede llevarse a cabo para varios incubadores a través del ordenador de control del sistema o mediante la
utilizacién de un ordenador del incubador independiente.

Tras completar el cultivo, se saca el casete del incubador y se devuelve al procesador, en donde se lleva a cabo el
procedimiento de lavado de recoleccion.

La invencion se ilustra adicionalmente en los ejemplos no limitativos siguientes.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1. Protocolos de la técnica de cultivo y lavado de las células de reparacion de tejidos (CRT)
Cultivo de las CRT

Las células mononucleares de médula 6sea fresca (CMN-MO) aisladas mediante FICOLL® procedentes de sangre
de donantes normales se obtuvieron de Poietics Inc. (Gaithersburg, MD). Alternativamente, se recibié médula 6sea
(MO) aspirada en forma de espécimen clinico procedente de pacientes y se separé en FICOLL® para crear una
preparacion de células mononucleares. Se evalué la concentracion celular utilizando un contador celular automatico
y se cultivaron MNC-MO mediante el método de Lundell et al., indicado anteriormente. Antes de la inoculacion, se
cebaron las camaras de cultivo con medio de cultivo que consistia de IMDM, suero de feto bovino al 10%, suero de
caballo al 10%, hidrocortisona 5 uM y L-glutamina 4 mM. Se pas6 medio por las camaras de cultivo en un programa
de perfusion gradual controlado durante el procedimiento de cultivo de 12 dias. Los cultivos se mantuvieron a 37°C
con 5% de COz y 20% de Oo.

Método de lavado CYTOMATE®

CYTOMATE® es un sistema totalmente automatico disefiado para el lavado y la concentracién de productos de
glébulos blancos. Incluye un instrumento electromecanico y juegos desechables preesterilizados de un solo uso que
proporcionan un circuito de lavado para cada lote de células que debe procesarse. Incorpora tecnologia de
centrifugacién de membranas que proporciona un efecto de flujo tangencial para evitar la carga excesiva del filtro
con células.

Disefno

1. Cargar el circuito de lavado en el instrumento CYTOMATE®

2. Conectar las bolsas:

- Bolsa de células recolectadas del procedimiento de cultivo (CRT en 800 a 1.000 ml de volumen de liquidos del
procedimiento de cultivo, por ejemplo medio de cultivo, soluciéon enzimatica de recoleccion).

- Solucién tampdn (2.000 a 3.000 ml, Isolyte suplementado con HSA al 0,5%).

- Bolsa de recoleccién para las células lavadas (120 a 180 ml de volumen recogido).

- Bolsa de sobrenadante (2.600 a 3.900 ml de liquido de desecho no recogido con células).

Procedimiento CYTOMATE®:

1) Cebado del circuito de lavado con solucién tampédn e inicio de la recirculacién

2) Transferencia de células de la bolsa de recoleccion al circuito de lavado, reduccién del volumen de liquido
mediante la recirculacion de células por el circuito de lavado, con eliminacion simultanea de liquido a través del
filtro en el circuito de lavado (el filtro gira para proporcionar un efecto de flujo tangencial y evitar al atoramiento
del filtro). El liquido eliminado se recoge en la bolsa de sobrenadante.

3) Utilizacién del tampon para enjuagar las células residuales de la bolsa de recoleccion al circuito de lavado.

4) Lavado de las células mediante recirculaciéon de las mismas por el circuito de lavado, eliminando
simultaneamente liquido por el filtro giratorio a la bolsa de sobrenadante y afiadiendo solucién tampdn segln se
requiera para mantener el volumen.

5) Transferencia de las células lavadas a la bolsa de recoleccién.

6) Utilizacion del tampdn para enjuagar las células residuales de la bolsa de lavado al circuito de recoleccion.

Meétodo de recoleccion de lavado

El procedimiento de recoleccion de lavado se inicia mediante el desplazamiento del medio de cultivo de una camara
de cultivo con una solucién de enjuague biocompatible (etapa 1, Tabla 8, anteriormente). La solucién de enjuague
(solucién salina normal u otra solucion isotonica) seguidamente se sustituye por una solucion enzimatica de
recoleccion celular (etapa 2, Tabla 8), utilizando la mayor parte del tiempo tripsina porcina. También se han utilizado
con éxito otros reactivos de recoleccién derivados de otros animales, tales como TRYPLE™ (Invitrogen, Carlsbad,
CA)y TRYPZEAN™ (Sigma, St. Louis, MO). Se deja bajo incubacién la camara de cultivo durante un periodo de
tiempo (5 a 60 minutos, preferentemente 15 minutos con la tripsina porcina), ya que el enzima funciona disociando
las células unas de otras y de la superficie del cultivo (etapa 3, Tabla 8). Tras completar la incubacién enzimatica,
una segunda solucion de enjuague, tipicamente de grado inyectable (Isolyte o Normasol) desplaza la solucion
enzimatica (etapa 4, Tabla 8). En este momento la cdmara contiene las células desprendidas, que permanecen
sedimentadas sobre la superficie celular, y se suspenden con una soluciéon de grado inyectable. Con el fin de
incrementar la concentracion celular recolectada final y reducir el volumen final, una parte de esta solucién de
enjuague se desplaza con aire (etapa 5, Tabla 8). Tras alcanzar el volumen final de liquido (100 a 350 ml) en la
camara de cultivo, la cdmara se agita con el fin de resuspender las células sedimentadas (etapa 6, Tabla 8). Esta
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suspension celular se drena al interior de un recipiente de recoleccion celular (etapa 7, Tabla 8). Puede afadirse una
cantidad adicional de la solucion de grado inyectable a la cdmara de cultivo celular y puede realizarse una segunda
agitacion con el fin de enjuagar hacia el exterior cualesquiera células residuales en caso necesario (etapas 8 y 9,
Tabla 8). A continuacién, este enjuague final se afiade al recipiente de recoleccién celular (etapa 10, Tabla 8).

Comparacion entre Cytomate y recoleccion de lavado

El dia de la recoleccién se dividieron las CRT en dos cultivos. El primer cultivo se recolect6 y se concentré siguiendo
el procedimiento CYTOMATE® estandar. Las CRT en el primer cultivo se recolectaron mediante tripsinizacion
(tripsina al 0,025% en cloruro soédico al 0,9%) y se lavaron para eliminar los materiales de cultivo utilizando un
procesador celular CYTOMATE® (Baxter International, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto
celular se lavé con una solucién de electrolitos de grado farmacéutico suplementada con HSA al 0,5% en un
volumen de 150 ml y se utiliz6, sin modificacion, o se concentrd a volimenes de 15 6 5 ml en una bolsa
biocompatible. El segundo cultivo de CRT se recolecté utilizando una secuencia combinada de procesador ARS de
recolecciéon de lavado y un procedimiento modificado de concentracion disefiado para reducir adicionalmente los
residuos con una etapa adicional de dilucion.

Para crear una suspensiéon concentrada de CRT, las células recogidas de cada lavado se centrifugaron hasta un
volumen de 20 ml y se transfirieron a una bolsa mas pequefia, tal como una bolsa Cryocyte. Ya en el recipiente final,
se llevd a cabo una segunda etapa de centrifugacion para la concentracién hasta un volumen final de entre 4,7 y 20
ml, creando una dosis de células comprendida entre 35 y 300 millones de células en 6 + 1,3 ml, pero hasta 20 ml de
solucién de grado inyectable segun la aplicacién final.

Ejemplo 2. La recoleccion de lavado incrementd la calidad de las CRT respecto al lavado CYTOMATE®

Las CRT aisladas utilizando el recolector de lavado presentaban una mayor viabilidad celular, un mayor rendimiento
celular, menos BSA residual, un nimero total mas alto de células progenitoras, de células madre, de células
inmunoloégicas y de marcadores de células endoteliales, una capacidad incrementada de formar colonias, una
viabilidad comparable tras el paso por una aguja, niveles mas altos de citoquinas antiinflamatorias y niveles mas
elevados de indolamin-2,3-dioxigenasa (IDO). Estas mejoras de la poblacion de CRT debido a la utilizacion del
nuevo procedimiento de recoleccion de lavado permite utilizar la poblacién como agente terapéutico de reparacion
de tejidos mas eficaz que los procedimientos del estado actual de la técnica.

Materiales y métodos

Recuento/viabilidad celular

Se midié el recuento y viabilidad celulares con un Nucleocounter o mediante exclusién de azul tripan. Se utilizé el
protocolo del fabricante para el recuento celular utilizando el Nucleocounter. Brevemente, la suspension celular se
diluyé hasta 100.000 a 10.000.000 células/ml y se utiliz6 un nucleocasete para aspirar la suspensién celular. Se
introdujo el nucleocasete en el Nucleocounter para la tincién de yoduro de propidio automatica, incluyendo el
recuento y viabilidad celulares. En caso de no disponer de datos del Nucleocounter, se utiliz6 la exclusién de azul
tripan y el hemocitometro (recuento manual) para obtener el recuento y la viabilidad celulares. Durante el curso de
27 andlisis de muestras, los recuentos celulares del Nucleocounter se encontraban dentro de 13% de los recuentos
de azul tripan y la viabilidad era del 4% o inferior.

Durante estos experimentos, el muestreo del producto en las etapas de procesamiento posteriores al cultivo variaba
segun los ensayos y otros usos para las células. Se utilizé la estrategia siguiente para obtener los niUmeros totales
de células viables mas exactos a partir de los datos. Se calculd el numero total de células de cada muestra obtenida
y después ese numero se multiplicé por la viabilidad de la siguiente etapa de procesamiento y después se anadio al
recuento de células viables en esa etapa. Por ejemplo, en el caso de que se obtuviese una muestra de 10x10°
células en total del producto lavado y la viabilidad de las células tras la concentracién fuese de 80%, entonces se
habian afiadido 8x10° células viables al recuento viable total del producto concentrado, representando lo que estaria
si no se hubiese realizado el muestreo no estandar. Tras calcular los totales no muestreados, se rest6 el volumen de
muestra de fabricacion real de 29 ml del nimero total de células del producto lavado.

Niveles residuales

Se utilizé el sobrenadante del procedimiento final de concentracion de CRT para cada experimento para medir el
nivel de BSA residual (mediante ELISA) y la actividad triptica (mediante el ensayo Quanticleave). Se utiliz6 el ensayo
ELISA BSA para medir y comparar los niveles de BSA residual del medio de cultivo.

Protocolo de concentracién

Para crear una suspension concentrada, las células recogidas se centrifugaron hasta un volumen de 20 ml y se
transfirieron a una bolsa mas pequeria, tal como una bolsa Cryocyte. Ya en el recipiente final, se llevé a cabo una
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segunda etapa de centrifugacion para la concentracion hasta un volumen final de entre 4,7 y 20 ml, creando una
dosis de células comprendida entre 35 y 300 millones de células en 6 = 1,3 ml, pero hasta 20 ml de solucién de
grado inyectable segun la aplicacién final. Los volimenes preferentes para los cultivos concentrados eran de 6 ml +
1,3 ml. Tras extraer las CRT del almacenamiento, los cultivos se descongelaron en un bafo de agua circulante a
37°C.

Viabilidad celular y % de células CD90*

Se midid la viabilidad células y el % de células CD90" mediante citometria de flujo. Las células se lavaron y se
resuspendieron en soluciéon salina tamponada con fosfato de Dulbecco IX (PBS, Gibco) que contenia 1% de
albumina de suero bovino. Se tifieron tubos que contenian 10°® células en 0,5 ml sobre hielo con diversas
combinaciones de anticuerpos monoclonales conjugados fluorescentemente. Se determind la viabilidad con 7-
amino-actinomicina D (7AAD) (Beckman Coulter). 7AAD sélo entra en células con la membrana comprometida y se
une al ADN. Las células se tifieron con anticuerpos anti-CD90 conjugados con PC5 (Thy1) y anti-CD14 conjugado
con FITC (Beckman Coulter). Tras 15 minutos, las células se lavaron y se resuspendieron en 0,5 ml de PBS/BSA
para el andlisis en el citémetro de flujo Epics XL-MCL (Beckman Coulter).

Analisis de citoquinas intracelulares mediante citometria de flujo

La expresion de citoquinas por las CRT producidas utilizando el procedimiento de recoleccion de lavado se
determiné cuantitativamente mediante analisis de citometria de flujo intracelular de 2 colores. Brevemente, se
incubaron las CRT durante la noche con o sin lipopolisacarido bacteriano (LPS) en presencia de brefeldina A para
incrementar la acumulacion intracelular de citoquinas en el aparato de Golgi, bloqueando simultaneamente la
secrecion de citoquinas. Se tifieron las CRT para marcadores de superficie celular mediante la incubacion con
anticuerpos monoclonales (mAb) conjugados con FITC o Cy5PE (mAb anti-CD14, anti-CD66b, anti-CD90 ¢ de
control). Se defini6 la subpoblacion de linfocitos mediante separacion segun el tamafo celular basada en la
dispersion directa (FSC) y la granularidad basada en la dispersion luminica lateral (90%) (SSC). A continuacién, las
células se fijaron utilizando paraformaldehido y se permeabilizaron en saponina antes de la tinciéon con anticuerpos
monoclonales conjugados con PE especificos de citoquina (IL-6, IL-10, IL-12 & control irrelevante) tal como se indica
en la columna izquierda de la Tabla 4. Los datos para el andlisis de 2 colores se obtuvo en un citdmetro de flujo
Becton Dickinson FC500.

Andlisis de frecuencias de UFC

Para los ensayos de unidades formadoras de colonias-fibroblastos (UFC-F), las células se sembraron en 1 ml de
LTBMC en placas de 35 ml de cultivo de tejidos tratadas. Para las CRT, se sembraron 500 y 1.000 células en cada
placa. Los cultivos se mantuvieron durante 8 dias a 37°C en una atmdsfera totalmente humidificada de 5% de CO:
en aire. A continuacion, las colonias de UFC-F se tifieron con Wright-Giemsa y las colonias de mas de 20 células se
contaron como UFC-F.

Para los ensayos de unidades formadoras de colonias -granulocitos/macrofagos (UFC-GM), las células se
inocularon en medio de ensayo de colonias que contenia metilcelulosa al 0,9% (Sigma), FBS al 30%, BSA al 1%, 2-
mercaptoetanol 100 yM (Sigma), L-glutamina 2 mM (Gibco), 5 ng/ml de PIXY321, 5 ng/ml de G-CSF (Amgen) y 10
U/ml de Epo. Las CRT se sembraron a razén de 1.500 y 3.000 células por ml.

Los cultivos se mantuvieron durante 14 dias y se realizd un recuento de las colonias de mas de 50 células como
UFC-GM.

Administracion celular mediante agujas

Para someter a ensayo los efectos de la administracion con agua sobre los recuentos y viabilidad celulares de CRT,
se anallzaron muestras de cinco de los productos de recoleccion de lavado y tres de los productos de lavado
CYTOMATE?®. Estos experimentos de administracion sometian a ensayo la capacidad de las células almacenadas
de ser administradas en los pacientes sin pérdida de viabilidad o concentracién tras pasar por agujas de calibre 25.

Tras 24 horas de almacenamiento a 4°C, las bolsas Cryocyte que contenian CRT se sacaron de la nevera y se
resuspendieron y homogeneizaron las CRT para el muestreo. Se recogieron dos muestras de 0,5 ml con una jeringa
de 3 ml y se introdujeron en tubos etiquetados como "CRT". A continuacion, se introdujeron dos jeringas de 3 ml
adicionales en la valvula de llave de paso a 3 vias y se extrajeron 0,5 ml adicionales con la jeringa. A continuacion,
se enroscaron agujas de calibre veinticinco (1 pulgada y media, BD) en dichas 2 jeringas adicionales (de 3 ml) y se
denominaron "aguja de CRT, calibre 25, 1 pulgada y media". A continuacion, se midieron las muestras de CRT
restantes y se registrd el volumen. A estas jeringas de 3 ml se afadieron agujas de calibre 25 (1 pulgada y media) a
dos jeringas y agujas de calibre 25 (3 pulgadas, aguja espinal) a las otras dos jeringas. La totalidad de las muestras
de la aguja de 0,5 ml en las jeringas de 3 ml con agujas se dispensé utilizando una bomba de jeringa (Harvard
Apparatus, Holliston, MA) a un caudal de 2,5 ml por minuto o de 0,5 ml en 12 segundos en tubos de fondo redondo
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de poliestireno. Tras la administracién celular por las agujas, se evaluaron todas las muestras para los recuentos
celulares utilizando un Nucleocounter.

Andlisis de transferencia western de la expresién de IDO

Las CRT expresan un enzima inmunorregulador inducible denominado indolamin-2,3-dioxigenasa (IDO) que se
asocia a la regulacion negativa de las respuestas inflamatorias. Las células de reparacion de tejidos (CRT) se
derivaron utilizando el nuevo procedimiento de recoleccién de lavado descrito en la presente invencién. Tras la
recoleccion, las CRT se incubaron durante 24 horas en medio solo o en medio que contenia 1.000 unidades/ml de
interferon-y humano (IFN-y) recombinante. Se separaron los extractos de proteinas de los lisados celulares totales
en un gel de SDS al 10%-poliacrilamida, se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) y se
sondearon utilizando un anticuerpo monoclonal especifico de raton anti-IDO humano. Se utilizd un anticuerpo de
cabra anti-ratén conjugado con peroxidasa de rdbano picante para la visualizacion posterior mediante
quimioluminiscencia. El presente experimento demuestra una banda caracteristica de 44 kilodaltons (kd)
correspondiente especificamente a la expresion de la proteina IDO por las CRT tras la induccién con IFN-y.

Resultados

Recuento de células viables totales

La figura 11 muestra que la recoleccion de lavado produjo repetidamente un nimero mas alto de células viables
totales tras el lavado que al utilizar el lavado CYTOMATE?, tras restar la muestra de fabricacién de 29 ml. Los datos
resumidos en la figura 11 procedian de 9 producciones que comparaban el lavado CYTOMATE?® con el lavado de
hibridacion procedentes del mismo donante. Se utilizé reactivo de recoleccion de Aastrom (tripsina porcina) en la
totalidad de estas nueve producciones. El rendimiento medio de células viables totales posteriormente al lavado para
el lavado CYTOMATE® fue de 66,5x106 + 36,8x106 células viables, mientras que el rendimiento medio de células
viables totales posteriormente al lavado para el lavado de hibridacién fue de 144x10° + 50,9x10° células viables. La
variabilidad del rendimiento total aparentemente era dependiente del donante.

Viabilidad

La figura 11 demuestra también que la recoleccion de Iavado@produjo repetidamente una viabilidad celular mas alta
posteriormente al lavado que al utilizar el lavado CYTOMATE". Se calculé el porcentaje de viabilidad de las células
aisladas de los mismos 9 donantes indicados anteriormente. El producto de recoleccion de lavado mostraba una
viabilidad mas consistente, con una desviacion estandar de 2%, comparado con la desviacién estandar de viabilidad
del lavado CYTOMATE?®, de 10%.

Recuento y viabilidad tras el almacenamiento de 24 horas

La figura 11 demuestra también que la recoleccion de lavado produjo repetidamente una viabilidad celular mas alta,
incluso tras el almacenamiento de 24 horas a 4°C, que al utilizar el lavado CYTOMATE®. Se midi6 el porcentaje de
viabilidad tras el almacenamiento de 24 horas a 4°C de células procedentes de 5 donantes.

Concentracion de BSA posterior al lavado

La figura 11 también muestra que la recoleccién de lavado produjo concentraciones mas bajas de BSA residual tras
el cultivo de las CRT que al utilizar el lavado CYTOMATE?®. Resultan necesarios niveles bajos de BSA para generar
un producto farmacéutico apropiado para la administracion en el ser humano.

Viabilidad celular y % de células CD90" mediante citometria de flujo

La figura 11 muestra que la recoleccion de lavado produjo repetidamente porcentajes mas altos de CRT CD90" que
al utilizar el lavado CYTOMATE® en células no concentradas. Las células CD90* representan células estromales de
médula 6sea que presentan propiedades de células madre/progenitoras y que resultan Utiles para reparar diversos
tipos de tejido.

La figura 12 muestra que la recoleccion de lavado produjo repetidamente un nimero total més alto de CRT CD90*
viables que al utilizar el lavado CYTOMATE®. El nimero medio de células CD90" viables totales en el producto final
de recoleccién de lavado era de 42,4x106 + 16,5x106. El nimero medio de células CD90* viables totales en el
producto final de lavado CYTOMATE® era de 19,1x10° + 10,8x10°.

% de células CD14"Auto”

Las figuras 12 y 13 muestran que la recoleccion de lavado produjo repetidamente porcentajes y nimeros totales mas

altos de CRT CD14*Auto* viables que al utilizar el lavado CYTOMATE®. El nimero medio de células CD14*Auto*

viables totales en el producto concentrado del nuevo lavado en estos seis donantes era de 34,8x106 + 9,08x106. El
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numero medio de células CD14"Auto” viables totales en el producto concentrado del lavado CYTOMATE® en estos
seis donantes era de 16,5x10°% + 5,37x105.

% de células VEGFR1*

Las figuras 12 y 13 muestran que la recoleccién de lavado produjo repetidamente un nimero total y porcentajes mas
altos de CRT VEGFR1" que al utilizar el lavado CYTOMATE® en las células concentradas, demostrando la presencia
de més células endoteliales en la mezcla final. En cada uno de los cinco experimentos en los que se midié, se
observaron mas células VEGF-R1* viables en el producto de la recoleccién de lavado que en el control
CYTOMATE®. El ntimero medio de células VEGF R1* viables totales en el producto concentrado de lavado
CYTOMATE® en estos cinco donantes era de 16,5x10° + 5,37x10°.

Frecuencia de UFC-F

Las figuras 12 y 14 muestran que el procedimiento de recoleccion de lavado produjo frecuencias de UFC-F
comparables con las del lavado CYTOMATE?®. La media de la proporcion de frecuencias de UFC-F era de 1,03.

Las figuras 13 y 15 muestran que la recoleccion de lavado produjo un niumero mayor de UFC-F en cada dosis que el
lavado CYTOMATE®. Las UFC-F totales por dosis se calcularon multiplicando la frecuencia de UFC-F por células
por el recuento de células viables totales tras el lavado. Las UFC-F medias por dosis para el nuevo procedimiento de
lavado en estos 8 experimentos fue de 7,26x1061 5,22x106. Las UFC-F medias Eor dosis para el nuevo
procedimiento de lavado CYTOMATE® en estos 8 experimentos fue de 3,01x1 0%+ 1,37x10°.

Frecuencia de UFC-GM

Las figuras 12 y 16 muestran que la recoleccion de lavado, en practicamente cada caso, produjo una frecuencia
igual o superior de UFC-GM por dosis que el lavado CYTOMATE®. La proporcion media de frecuencia de UFC-GM
era de 1,37.

Las figuras 13 y 17 muestran que la recoleccién de lavado en practicamente todos los casos produjo un nimero total
mayor de UFC-GM en cada dosis que el lavado CYTOMATE®. Las UFC-GM totales por dosis se calcularon
multiplicando la frecuencia de UFC-GM por célula por el recuento de células viables totales tras el lavado. Las UFC-
GM medias por dosis para el nuevo procedimiento de lavado en estos 6 experimentos fue de 0,42x10°+ 0,19x10°.
Las UFC-GM medias por dosis para el nuevo procedimiento de lavado CYTOMATE® en estos 6 experimentos fue de
0,17x10°+ 0,11x10°.

Administracién con aguja

La figura 17 muestra que la viabilidad celular del producto de recoleccion de lavado no muestra un cambio sustancial
tras la administracion por agujas de calibres 25 y 30. La figura 18 muestra datos similares de los productos de
lavado CYTOMATE®.

Las UFC-F se sometieron a ensayo en células post-administracién con aguja del experimento QTRC107000021.
La figura 19 muestra las UFC-F por cada 100 células para las tres condiciones. Las CRT de la recoleccion de lavado
presentaban una viabilidad ligeramente mas alta que las CRT del lavado CYTOMATE®.

Estos datos demuestran la comparabilidad entre los procedimientos respecto a la capacidad de administrar las
células mediante agujas al final del procesamiento sin pérdida sustancial de viabilidad celular tras el paso por agujas
de calibre pequefio.

Secrecion de citoquinas

El perfil de secrecion de citoquinas por las CRT del lavado CYTOMATE® era comparable por célula para
practicamente todas las citoquinas evaluadas para la recoleccion de lavado. Sin embargo, por dosis unitaria (todas
las células que salian del procedimiento), la secrecién total de citoquinas por dosis era generalmente mas alta de la
recoleccién de lavado (figura 20); de esta manera, como composicién concentrada, la poblacién celular era mucho
mas funcional que la poblacién anterior.

Tabla 9. Analisis de citometria de flujo de CRT y subpoblaciones de CRT para la expresion intracelular de
citoquinas SUBPOBLACIONES DE CRT

| [CRT _][[cD14*Auto’]|CD14*Auto’][CD66b*]|CD90* | [Linfocitos|
ps: I b J0E e I e JF e JE I E k]
[Controtfo4fos]]l I I T T JCJCC ]
IL-6:  J11][15][e.2 0.2 Jjo.o 1.2 Jo.6lo,7][1.6[ (1.1 1.3
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| [cRT _][J[cD14* Auto’][CD14* Auto’|[CD66b][CD0 |Linfocitos|

i-10: 47928 45 Jo4 Jos Joslo4]o.9lo.6]o.1 Jo1 |
p-12:_Joofo.offo3 Jo2 Jo1 Jo.t Jo.to.1]o.0fo.0fo.0 J[ ]

Se llev6 a cabo un andlisis intracelular de citometria de flujo para evaluar la frecuencia de las células productoras de
IL-6, IL-10 e IL-12 en CRT producidas utilizando la recoleccién de lavado. En la Tabla 9 se muestra el porcentaje
medio de células positivas para citoquinas para N=2 experimentos. Estas observaciones demuestran que una
frecuencia significativa (6% a 15%) de las CRT producen IL-6 6 IL-10. En contraste, la produccion intracelular de IL-
12 por las CRT o por subpoblaciones de CRT no era detectable a niveles de tincién superiores a los de fondo
observados para anticuerpos de control irrelevantes. IL-12 no era detectable a niveles superiores a los de fondo con
independencia de la estimulacion con mediadores inflamatorios tales como el lipopolisacarido (LPS) bacteriano.
Globalmente, estos datos son altamente consistentes con los perfiles de secrecion de citoquinas definidos por los
andlisis Luminex y ELISA de sobrenadantes de CRT (figura 20), que demuestran una secrecion elevada de multiples
citoquinas angiogénicas e inmunomoduladoras en ausencia completa de IL-12 detectable, un mediador
proinflamatorio crucial.

Expresion de IDO

La indolamin-2,3-dioxigenasa, o IDO, es un enzima inmunorregulador. Las CRT producen niveles mas altos de
ARNm de IDO en respuesta a la exposicion a IFNy (figura 24). Las CRT también producen cantidades mas altas de
proteina IDO en respuesta a la exposicion a IFNy (figura 25).

Expresién de PDL1

Las CRT expresan niveles elevados de PD-L1 en respuesta a la induccién inflamatoria (figura 31). Se incubaron las
CRT sin (no inducidas) o con (inducidas) 1.000 unidades por ml de interferén-y durante 24 horas antes de la tincién
con control de isotipo conjugado con fluorocromo, o con anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 para el andlisis de
citometria de flujo. Estas observaciones demuestran que las CRT regulan positivamente la PD-L1 (>75% de
expresion), un receptor inhibidor clave implicado en la regulacion negativa de las respuestas inmunoldgicas e
inflamatorias.

Sumario

La recoleccién de lavado crea un producto celular mas saludable (p<0,05) en cada estadio (post-lavado, post-
concentracion y tras 24 horas de almacenamiento), asi como menos proteinas séricas residuales (p<0,05) en
comparacién con el lavado CYTOMATE® (figura 11). No se observaron diferencias estadisticas entre los porcentajes
de células CD90" CD14* Auto™ o VEGFR1*, o en las capacidades de formacion de colonias F o GM. Por lo tanto, el
producto celular presentaba un perfil comparable, aunque mucho mas saludable y puro.

Tabla 10. Resultados estadisticos para la figura 11.

Proporcion
nuevo/Cytomate Stdev || Actual || Stdev || nuevo ||Stdev Valorde p
apareado por < 0,05
donante

% de viabilidad post-lavado (n=9) || 1,32 | 019 || 71.6% | 9,7% ||92,8%|[2,2%] X |
% de viabilidad post-concentracion
(n=9) 1,24 0,11 73,7% || 6,2% |/91,2%]|| 3,7% X
% de viabilidad tras 24 h de
almacenamiento (n=5) 1,32 0,33 66,8% || 14,2% ||84,5% || 3,8% X
% de células CD90" en el producto
final (n=7) 1,07 0,20 28,8% || 3,9% |[30,1%|(13,4%
% de células CD14Auto” en el
producto final (n=6) 1,24 0,10 ||26,0X%>|| 6,6% ||31,7%||6,4%
% de células VEGFR1* en el
producto final (n=5) 1,24 0,21 32,2% || 10,7% ||38,5%]|| 8,6%
Frecuencia de UFC-F, producto final
(n=3) 0,95 0,25 7,12 3,60 || 7,07 || 4,17
Frecuencia de UFC-GM, producto
final (n=3) 1,43 0,65 0,22 0,12 || 0,27 || 0,10
IBSA residual, ug/ml (n=11) I 0,61 | 027 || 265 | 076 || 1,51 |[056] X |

-30 -



10

15

20

25

30

35

40

ES 2441560 T3

Considerando el numero total de células en el producto final (la dosis final que resulta del procedimiento), se observo
un numero estadisticamente mayor de células viables totales, de células CD90" viables totales y de células
CD14*Auto” viables totales (dos células que secretan citoquinas inmunomoduladoras).

Tabla 11. Resultados estadisticos para la figura 12.

Proporcion Actual Nuevo Valor

nuevo/Cytomate ||Stdev (promedio) Stdev (promedio) Stdev ||dep <
apareado por donante P P 0,05
Ndamero total de células
viables post-lavado (n=9) 1,91 0,72 | 95,0E*'6 |47,5E 6| 161,1E'6 [|57,3E'6|| X
Ndamero total de células
viables en el producto final 1,17
(n=9) 2,42 7 58,3E'6 ||32,2E*6|| 113,9E'6 ||38,6E'6|| X

Numero total de células
CD90 en el producto final
(n=7) 1,98 0,49 | 18,8E'6 | 8,9E'6| 34,6E'6 |[10,5E'6|| X

Ndamero total de células
CD14Auto” en el producto
final (n=6) 2,16 6 0,40 | 20,4E'6 ||5,4E'6|| 43,2E'6 |[11,7E'6| X

Nuamero total de células
VEGFR1" en el producto

final (n=5) 2,12 0,40 || 26,0E'6 |13,1E'6|| 53,9E'6 |[26,4E'6
UFC-F por dosis, producto

final (n=3) 1,711 0,68 5,8E'6 || 3,8E'6 8,9E'6 4,1E'6
UFC-GM por dosis,

producto final (n=3) 2,64 1,46

La recoleccién de lavado produjo CRT con una mayor viabilidad y niveles residuales mas bajos del cultivo celular.
Ello permiti6 recolectar un mayor niumero de CRT de cada cultivo.

Ademas, la recoleccion de lavado produjo CRT con porcentajes incrementados de células CD90*, CD14" Auto® y
VEGFR1" en comparaciéon con las CRT aisladas utilizando el lavado CYTOMATE®. Ademas, la recoleccion de
lavado produjo CRT que secretaban mas citoquinas antiinflamatorias por dosis celular, incluyendo IL-1ra, IL-10 e IL-
6 y proteinas con efectos antiinflamatorios como IDO y PDL1. Ademas, las CRT no expresan citoquinas
proinflamatorias cruciales como IL-12. Ello demuestra que las CRT aisladas mediante el método de recoleccién de
lavado presentan un mayor potencial de reparacion de tejidos y antiinflamatorio debido al mayor porcentaje de
células estromales de médula 6sea, células endoteliales y monocitos/macréfagos.

Ademas, la técnica de recoleccién de lavado produjo consistentemente mas UFC que la técnica de lavado
CYTOMATE®. Lo anterior demuestra que las CRT producidas mediante la técnica de recoleccion de lavado
presentan un mayor numero de células progenitoras y madre que las CRT producidas mediante la técnica de lavado
CYTOMATE®.

Ademas, la recoleccion de lavado produce CRT que no pierden viabilidad sustancial al pasarlas por una aguja de
calibre 25 6 30, lo que puede resultar necesario para la administraciéon terapéutica. Las CRT de la recoleccion de
lavado funcionaron aproximadamente igual, o ligeramente mejor que las CRT producidas utilizando el lavado
CYTOMATE®.

Ejemplo 3. Potencial de reparacion 6sea mejorado de CRT de la recoleccion de lavado basada en un numero
incrementado de células CD90"

Se evalud el potencial formador de hueso u osteogénico de las células mononucleares de médula 6sea (CMN-MO)
no expandidas y de las CRT utilizando un ensayo in vitro de diferenciacion ésea. Brevemente, las CRT aisladas
utilizando el procedimiento de recoleccion de lavado se cultivaron durante hasta 3 semanas en placas de 35 mm que
contenian medio de control (OS’) (DMEM con FBS al 10%) o medio osteogénico (OS*) (DMEM que contenia FBS al
10%, dexametasona 100 nM, B-glicerofosfato 10 mM y L-ascorbato-2-fosfato 0,05 mM) a una concentracién de
10.000 a 20.000 células por cm®. Se evalud la diferenciacion osteogénica a partir de la morfologia celular, la
expresion de la fosfatasa alcalina (FA) y la formacion de una matriz mineralizada mediante deposicion del calcio. Se
cuantifico la actividad de FA presente en el cultivo diferenciado, utilizando el kit AttoPhos (Promega), una conversién
catalizada enzimaticamente de la forma fosfato del sustrato AttoPhos en BBT, y midiendo la absorbancia a 435 nm y
a 555 nm. La actividad enzimatica se expresa como unidades de actividad de FA. Se cuantificé el calcio siguiendo el
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procedimiento proporcionado en el kit cuantitativo del calcio (Pointe Scientific Inc., Canton, MI). Brevemente, se
lisaron cultivos osteogénicos con HCI 0,5 N y los lisados se recogieron en tubos de microcentrifuga. Tras agitar con
vortex, cada muestra se agitd a 500 rpm durante 4 horas a 4°C. Tras la centrifugacion a 1.000xg en una
microcentrifuga, se recogieron los sobrenadantes y se sometieron a ensayo para la presencia de calcio mediante la
medicién de la absorbancia a 570 nm.

En experimentos separados, se separaron las células CD90" de los productos CRT utilizando Epics Altra (Beckman
Coulter) y se sembraron en placa para el potencial osteogénico, tal como se ha indicado anteriormente. Se
presentan los datos de deposicion media de calcio + SEM de tres experimentos para cada poblacién celular.

Se midi6 la frecuencia de células CD90, de células CD15 y el potencial osteogénico in vitro para las CRT obtenidas
del procedimiento CYTOMATE?®, del procedimiento de recoleccion de lavado segin la invencién y de células madre
mesenquimales (CMM) obtenidas del mismo donante de médula 6sea. Se cultivaron las CMM en medio DMEM con
FBS al 10%. Resulta importante que el cultivo de CMM incluia la eliminacion de las células accesorias no
adherentes practicamente al inicio del cultivo, y el posterior cultivo y pase de la poblacién adherente al plastico. A
continuacion, se cultivaron las CMM y CRT en medio inductivo osteogénico durante hasta 3 semanas (en todos los
casos un numero equivalente de dias en cada experimento). Se cuantificé la deposicién de calcio y la actividad de
fosfatasa alcalina. En el presente estudio los presentes inventores evaluaron el potencial osteogénico de las CMN
primarias y de primer pase en comparacioén con las CRT.

Los estudios anteriores con CRT de CYTOMATE® han demostrado que: 1) el potencial osteogénico de las CRT es
mucho mayor que el de las CMN-MO, y 2) el potencial osteogénico de las CRT reside en la fraccién CD90" de las
células (Tabla 12).

Tabla 12. Potencial osteogénico en médula dsea no expandida y expandida
[Poblacién celular|Promedio de calcio depositado (ug/placa)|

[ CMN-MO || 1.094 +893 |
| CRT I 17.943 + 2.864 |
| CD90" I 7.260 +2.118 |
| CD90" I 13+ 11 |

A continuacion, se compararon directamente para el potencial osteogénico las CRT de CYTOMATE y de la
recoleccién de lavado segun la técnica de la invencion. Mediante la medicién de la deposicion de calcio, los
resultados demuestran que, de promedio, el potencial osteogénico era 2 veces mas alto con la dosis de CRT de
recoleccién de lavado (Tabla 13, figura 21).

Tabla 13. El potencial osteogénico por dosis unitaria es mayor para la nueva recoleccién de lavado

N2de exp.  CYTOMATE Nueva recoleccion de lavado Proporcion nuevo:Cytomate
QTRC107000094 6,57E+06 1,51 E+07 2,30
QTRC107000095 3,45E+06 5,62E+06 1,63
QTRC107000096 2,07E+07 5,13E+07 2,48
QTRC107000097 1,90E+07 3,00E+07 1,58
QTRC107000098 6,15E+06 1,43E+07 2,33
| Media= 1,12E+07 2,33E+07 2,06 £ 0,42 |

Se compard el potencial osteogénico de las CRT con el potencial de otro tipo celular, las CMM, las cuales se ha
demostrado en la literatura que presentan potencial osteogénico. Se cultivaron las CMM en ausencia de células
accesorias y son un tipo celular mucho mas purificado. Se encontré previamente que las CRT presentan un
potencial osteogénico mas alto que las CMM por cada célula CD90. Se llevaron a cabo experimentos posteriores
para verificar que las CRT de la nueva técnica de recoleccién de lavado mostraban la misma tendencia. En un
experimento representativo mostrado en la presente memoria, la frecuencia global de células CD90" era mucho méas
baja en las CRT (16%) que en las CMM (99%). Sin embargo, la frecuencia de las células doblemente positivas
CD15" CD90" (Tabla 9) y el potencial osteogénico (Tabla 9, figura 22) eran mucho mas altos en las CRT. Se midi6 el
potencial osteogénico mediante deposicién del calcio (Ca) (figura 22A) y la actividad de fosfatasa alcalina (FA)
(figura 22B) y era préacticamente 2 veces mas alta en las CRT que en las CMM primarias (PO) por cada célula CD90.
El pase adicional de las CMM condujo a una actividad todavia mas baja. Estos resultados son consistentes con los
experimentos pasados.

Estos datos demuestran que la composicién de CRT, concretamente las células CD90", que eran producidas con la

recoleccién de lavado eran mas potentes que las CMM en cuanto al potencial osteogénico. Las células CRT CD90*
también expresan el marcador CD15 en mayor grado que las células CMM CD90".
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Potencial osteogénico por cada 10° células

CD90*

Condicion % de % de % de Deposicion de Actividad de FA (nmoles

CD90" || CD15" || CD90'CD15" Ca®* (ug) de p-nitrofenol)
|CRT (lavado Cytomate) || 19,92 | 3529 || 14,37 || n.d. I n.d. |
CRT (lavado de 16,42 || 32,17 13,51 9,32 99,739
recoleccion)
[CMM (PO) | 9856 || 1,10 | 1,07 | 4,83 | 59,268 |
[cMM (P1) || 9855 | 0,11 | 0,10 I 0,53 I 23,413 |

|n.d. = no determinado

Los datos directos de comparacion de las CRT de recoleccién de lavado frente a las CRT del lavado CYTOMATE®
demuestran que los productos de CRT de recoleccion de lavado presentan un mayor potencial osteogénico. La
presencia de CD15 sobre las células CD90" distingue las CRT de otros productos celulares purificados (tales como
CMM) y se correlaciona con un potencial osteogénico mejorado de las CD90.

Ejemplo 4: Ensayos clinicos: cicatrizacion 6sea sin inflamacion con CRT aisladas utilizando el lavado

CYTOMATE®

Fractura de hueso largo - Esparia

Se llevaron a cabo dos estudios de fracturas de hueso largo en centros en Esparia, bajo la aprobacion de comité
ético. Un ensayo clinico de fase | en el Hospital General de I'Hospitalet, Centro Médico Teknon y Hospital de
Barcelona-SCIAS incluia cinco pacientes y traté sus fracturas no unidas de hueso largo. Una tercera parte
independiente realizd una revisidn utilizando imagenes radiograficas (figura 35) o mediante observacién clinica de la
totalidad de los cinco pacientes, con un total de seis fracturas tratadas, informando de que todas habian cicatrizado.

La figura 35 muestra el resultado clinico de un paciente que habia caido de un andamio y se habia fracturado ambas
tibias. La cicatrizaciéon no se produjo en ninguno de los dos hueso tras la primera cirugia. Se llevé a cabo una
segunda cirugia utilizando CRT y un portador de matriz ceramica. Tras 6 meses ambas lineas de fractura y cierta
cantidad de matriz son visibles bajo rayos X. A los 12 meses, la linea de fractura ha desaparecido y el paciente se
ha curado, aunque todavia puede observarse cierta cantidad de material residual de la matriz. A los 18 meses (no
mostrado), la matriz ha sido totalmente reabsorbida y el paciente ha vuelto a trabajar, en una cantera.

No se observaron sucesos adversos relacionados con las CRT. Se utilizé el producto de CRT en este estudio
temprano. En los pacientes se implanté material de matriz CALCIBON® (granulos de fosfato de calcio) mezclado con
células CRT vy ligado con plasma autélogo para incrementar las propiedades de manipulacion. Este fue el primer
estudio en el que se utiliz6 plasma para ligar las particulas de matriz para mejorar la manipulabilidad.

Tras el ensayo de fase |, se presenté una solicitud de calificacion de producto medicinal en fase de investigacion
(PEI), la presentaciéon requerida en la Unién Europea (UE) para un ensayo clinico, y se obtuvo permiso de la
Agencia Espariola del Medicamento (AEMPS) para iniciar un ensayo de fracturas no unidas de fase Il en Espafia. En
este estudio se ha completado el tratamiento con CRT de la totalidad de 10 pacientes.

En dicho estudio se utilizaron las CRT de la presente invencion. En los pacientes se implantaron particulas de matriz

VITOSS® (B-TCP) mezcladas con CRT y ligadas con plasma para facilitar la manipulacion.

Globalmente, 34 pacientes completaron el seguimiento post-tratamiento a los seis meses y 33 completaron el
seguimiento a los 12 meses. Los 33 pacientes seguidos durante 12 meses mostraron una tasa de cicatrizacién
global del 91%, determinada por la formaciéon de puentes 6seos observados en imagenes radiograficas o en
tomografia computerizada. Los resultados finales demostraron el éxito de la cicatrizacion en 91% (21 de 23)
fracturas de tibia, en el 100% de las fracturas de humero (3 de 3) y en el 86% (6 de 7) de las fracturas de fémur.
Ademas de la tasa de cicatrizacion del 91% observada tras 12 meses, los resultados a los seis meses mostraron
que se habia producido con éxito la formacién de puentes 6seos en el 85% (29 de 34) de los pacientes y que se
encontraban presentes signos de cicatrizacion temprana (formacion de callo) en el 97% (33 de 34) de los pacientes.
Tres pacientes no consiguieron completar las visitas de seguimiento requeridas. Aunque no pudieron recogerse
datos finales de estos tres pacientes, dos mostraron cicatrizacién a las 18 semanas. No se informé de sucesos
adversos relacionados con las células. Los resultados sugieren que las CRT resultan eficaces en el tratamiento de la
no unién de fracturas recalcitrantes de huesos largos y presentan el potencial de convertirse en una potente nueva

herramienta para la regeneracion 6sea y para mejorar el control de las fracturas severas.
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Reconstruccion maxilofacial:

Se completd un ensayo de control de viabilidad clinica de regeneracion del hueso de la mandibula (maxila) en
Barcelona, Espafa, para pacientes edéntulos con pérdida ésea severa que requerian un procedimiento de elevacion
del seno de manera que pudieran colocarse implantes dentales. Este ensayo de viabilidad incluy6 los 5 pacientes
diana para la evaluacion de la regeneracion 6sea resultante de las CRT en comparacion con un procedimiento
estandar de injertacién ésea. En los pacientes se implantaron particulas de matriz BIOOSS® (hueso bovino)
mezcladas con CRT y ligadas con plasma aut6logo. Cuatro meses después de la terapia celular, los tratamientos en
que se habian incluido CRT mostraban menor hinchazén y un incremento significativo de la altura del hueso en el
area injertada, segun se determind en imagenes radiograficas. Las observaciones histologicas realizadas en
secciones de tejido contiguas al area injertada mostraron cambios consistentes con la estimulacién de la renovacion
6sea y con la induccién de nuevo tejido conectivo.

Inflamacion reducida en los pacientes tratados con CRT

Los ensayos clinicos iniciales de fase I/fase Il para evaluar las CRT para la cicatrizacion de fracturas no unidas de
huesos largos y la reconstruccion del hueso de la mandibula han demostrado una reparacion ésea significativa con
hinchazon, dolor, rojez e inflamacién postoperatorias reducidas en las 24 horas posteriores a la operacion. Esta era
una observacion inesperada fuera del alcance de los ensayos y que se realiz6 en Barcelona y en multiples sitios de
E.E.U.U. en pacientes que habian recibido terapia de CRT.

Esta observacion ha conducido a estudios preclinicos adicionales centrados en la caracterizacion de la funcidn
inmunomoduladora o antiinflamatoria de la mezcla de CRT. Los resultados de estos estudios demuestran que las
CRT expresan un perfil inmunomodulador para la regeneracion y reparacion 6ptimas del tejido con una inflamacién
minima. Mas concretamente, las CRT contienen una mezcla de tipos celulares que expresan actividad regenerativa
de los tejidos e inmunomoduladora, incluyendo macréfagos alternativamente activados (CD45"CD14*IL-10%), células
madre mesenquimales (CD45CD90*CD105%), células T reguladoras (CD45°CD4"CD25") y otros linfocitos. En
particular, los linfocitos CD3* producen niveles elevados de IL-10, una citoquina inmunomoduladora, tras la
induccion con el complejo de receptor de células T-CD3 (figura 23-C). Las CRT también expresan varias potentes
citoquinas inmunorreguladoras, incluyendo FCH, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-6, IL-10, TGF-B y
MCP-1 al nivel tanto génico como de las proteinas. Las CRT no expresan, o expresan a niveles muy bajos, los
mediadores proinflamatorios cruciales, incluyendo IL-1, IFNy, TNFa y mas notablemente IL-12, tanto al nivel génico
como proteico. Las CRT son inducibles para la expresion de un enzima regulador inmunolégico clave denominado
indolamin-2,3-dioxigenasa (IDO). Se ha implicado la IDO mecanisticamente en la regulacion negativa de las
respuestas inflamatorias tanto nacientes como actuales. Ademas, las CRT demuestran una actividad estimuladora
reducida en 10 a 50 veces en la reaccién de linfocitos alo-mixta (RLA) en comparacion con las células presentadoras
de antigeno profesionales, evaluando el potencial de activacién de las respuestas inflamatorias adaptativas o
mediadas por células T.

En conjunto, estas observaciones son consistentes con la hipétesis de que las CRT polarizan o alejan fuertemente la
respuesta del huésped de la inflamacion destructora de tejido y hacia la reparacion de lesiones, con una
cicatrizacion mas rapida de los tejidos danados.

Evidencia de induccion dsea temprana y vascularizacion incrementada durante la cicatrizacion ésea

Un paciente de fractura no unida en el ensayo de E.E.U.U. no colaborador, fumador y que soportaba peso en la
pierna en cicatrizacion de manera prematura, resultando en una rotura de la fijacion interna y un nuevo callo a los 3
meses. Al sustituir la placa, se extrajeron biopsias de la parte media del calo, se fijaron y se procesaron para la
inclusién en metacrilato de metilo y secciones tefiidas calcificadas. La histologia cualitativa mostraba hueso tejido en
el exterior del callo. En el interior, se observé hueso lamelar sobre la superficie de particulas de la matriz aloinjertada
0 en sustitucién del aloinjerto (figura 32). La médula era fibrosa y muy bien vascularizada, con vasos arteriales
maduros y venulares de tipo sinusoidal. Algunos vasos pequefnos aparentemente cortan a través de particulas de
aloinjerto. Se observaron osteoclastos, indicativos de remodelado ésea, sobre las superficies éseas en dichas
regiones en ocasiones raras. La mayoria de superficies se encontraban revestidas con laminas de osteoblastos y
osteoide. La microscopia 6ptica polarizada mostraba nucleos de aloinjerto retenido, aunque una cantidad inesperada
de injerto habia sido sustituida por hueso lamelar. Estos resultados proporcionan evidencia de osteoinduccion,
osteoconduccién e integracion 6sea; sin embargo, el hueso nuevo en el callo no era maduro ni se encontraba
totalmente mineralizado. Este caso mostraba una induccion 6sea muy temprana y cicatrizacién, aunque el callo
todavia requeria tiempo para mineralizarse para recuperar resistencia biomecanica.

La figura 32 muestra la histologia del callo de cicatrizacién. La figura 32A muestra osteoblastos y hueso nuevo, ya
que el osteoide cubre la mayoria de superficies de hueso y aloinjerto. Observar los vasos sanguineos y la médula
fibrosa. Las fotomicrografias de campo brillante (figura 32B) y polarizadas (figura 32C) de la misma seccién
muestran vasos sanguineos que penetran en el aloinjerto de MOD (matriz 6sea desmineralizada; lamelas paralelas)
y en hueso nuevo tejido en sustitucién del aloinjerto sobre la superficie y en el interior. Observar el estroma fibroso
bien vascularizado y la abundancia de osteoblastos.
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Regeneracion vascular clinica

Basandose en las observaciones de Aastrom de que las CRT presentan la capacidad de formar vasos sanguineos
pequefos y ensayos de terceras partes que implicaban la utilizacion de células de médula 6sea para enfermedad
vascular periférica, se inici6 un ensayo para evaluar la seguridad y eficacia de las CRT en el tratamiento de
diabéticos con heridas abiertas e isquemia critica de extremidades. Aastroom firmé un acuerdo de ensayo clinico
con la Heart & Diabetes Center situada en Bad Oeynhausen, Alemania, para llevar a cabo un ensayo piloto para
evaluar la seguridad y potencial eficacia de las CRT en la mejora de la circulacién periférica en pacientes diabéticos
con heridas abiertas e isquemia critica de extremidades. Se incluyeron pacientes que presentaban una herida
abierta que no habia cicatrizado y que no mostraban ninguna tendencia a cicatrizar durante por lo menos las 6
semanas previas a la inclusién. La inclusién de pacientes hasta alcanzar los 30 pacientes continGa todavia. Los
investigadores informaron de que los pacientes tratados con CRT cicatrizaron sus heridas abiertas no cicatrizantes
en 48 y 44 semanas, respectivamente (figura 32) y mostraron una mejora en la formaciéon de vasos colaterales
(figura 33). El brazo de estandar de cuidados actual del presente ensayo demostro la falta de cicatrizacion de las
heridas abiertas.

Doce meses después del tratamiento todos los pacientes en el andlisis preliminar que habian sido tratados con CRT
no informaron de ninguna amputacién mayor, de ningun suceso adverso relacionado con las células y de
cicatrizacion de todas las heridas abiertas. Para los dos pacientes de estandar de cuidados que sélo recibieron
cuidados (no células) de las heridas, un paciente sufri6 una amputacion mayor y un paciente no experimento
ninguna mejora en la cicatrizacion de las heridas tras 12 meses.

Reparacion ésea

Se inici6 un ensayo para evaluar la seguridad y la eficacia de las CRT en el tratamiento de la osteonecrosis. Aastrom
firmé un acuerdo de ensayo clinico con el Orthopedic Institute, Konig-Ludwig-Haus en la Universidad de Wurburg, en
Alemania, situada en Bad Oeynhausen, Alemania, con el fin de llevar a cabo un ensayo piloto con el fin de evaluar la
seguridad y potencial eficacia de las CRT en la reparacion ésea en pacientes que presentaban osteonecrosis de la
cabeza femoral. La osteonecrosis de la cabeza femoral implica la muerte de células en el hueso y médula en la
cabeza del fémur y en muchos casos conduce a la sustitucion total de cadera. Cuatro pacientes fueron tratados con
CRT en el estudio inicial. Todos los pacientes toleraron bien el procedimiento, informaron de una reduccion del dolor
de cadera sin signos de progresion de la enfermedad, segun se determind mediante RMI y radiograficamente, y
volvieron al trabajo dentro de los 6 meses posteriores al tratamiento. Ademas, no se observaron sucesos adversos
relacionados con las células y ninguno de estos pacientes han requerido cirugia de sustitucién de cadera.

Mezcla de CRT y matriz 6sea desmineralizada (MOD) en la clinica

El cirujano recibe una bolsa de suspension de células CRT y afade esta solucién a una cantidad premedida de MOD
en una placa de mezcla suministrada. A continuacion, la mezcla de CRT/MOD se liga con el plasma del paciente
para crear un implante solido (figura 33A) con propiedades de manipulacién mejoradas. Aastrom ha realizado un
desarrollo extensivo de formulacion y del procedimiento para obtener la calificacion de este procedimiento y esta
segura de que las células siguen siendo viables y funcionales durante este procedimiento de mezcla (figuras 33B y
34B, posteriormente).

La figura 33A muestra una mezcla implantable de CRT/MOD que ha sido ligada con plasma autdlogo. Las CRT
siguen siendo viables dentro de la mezcla, tal como puede observarse en la fotomicrografia 4X de tincién Live/Dead
a las 24 horas (figura 33B).

Las figuras 34A y B muestran que las CRT dentro de la mezcla de aloinjerto/plasma son viables tras la mezcla y que
son capaces de proliferacion extensiva, tal como puede observarse por el metabolismo creciente durante 2
semanas. Observar el gran incremento de densidad celular en las fotomicrografias entre los dias 1 (figuras 29B,
parte superior) y el dia 14 (figura 34B) (ambas a 4X).

La figura 35 muestra que las CRT siguen siendo funcionales dentro de los constructos de MOD/plasma y que
mantienen una secrecion importante de citoquinas durante un periodo de cultivo de 2 semanas.

En conjunto este grupo de datos clinicos con CRT lavadas con Cytomate® demuestra los aspectos osteogénico,
vasculo/angiogénico y antiinflamatorio/inmunomodulador del producto de células mixtas de CRT. La nueva
composicién de materia que proporciona células de viabilidad y nimero estadisticamente superior, especialmente en
los linajes de células madre/progenitoras/endoteliales conduce a un producto clinico mas funcional. Las nuevas CRT
de recoleccién de lavado han sido optimizadas para su capacidad de fabricacion y funcién, y presentan propiedades
de reparacion de tejidos superiores a las de los productos celulares clinicos utilizados previamente.

Ejemplo 5: Entre las CRT aisladas utilizando el método de recoleccion de lavado se incluyen células T
reguladoras que secretan la citoquina antiinflamatoria IL-10.
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Se evaluaron mediante citometria de flujo las células de reparacién de tejidos producidas utilizando el procedimiento
de recoleccion de lavado. Las células recolectadas se tifieron para el analisis de dos colores utilizando mAb de
control irrelevantes de isotipos correspondientes (IgG1, IgG2a) (figura 23A) o mAb especificas anti-CD25 mas anti-
CD4 conjugadas con fluorocromo (figura 23B). Tal como se demuestra en la figura 23B (cuadrante B2), una
poblacion diferenciada de linfocitos (2%) coexpresa los marcadores CD4" y CD25%, un fenotipo de superficie
asociada a las células T reguladoras.

En la figura 23C se muestran experimentos similares para evaluar la produccién de citoquinas por parte de las
células T dentro de la mezcla de CRT. Se incubaron las CRT solas o en presencia de mAb anti-CD3 inmovilizado en
plastico (100 ng/ml) como estimulo policlonal de la activacion de las células T. Las concentraciones de citoquinas en
los liquidos sobrenadantes a las 48 horas se determinaron mediante el analisis multiplex Luminex. Resulta
interesante que estos resultados demuestran que IL-10 es la citoquina predominante (>14.669 pg/ml) producida por
las células T en la mezcla de CRT tras la activacién por anticuerpo monoclonal anti-CD3. IL-10 es una citoquina
inmunomoduladora producida caracteristicamente por las células T reguladoras y los macrofagos
inmunomoduladores.

Ejemplo 6: Las CRT liberan FCH, una citoquina inmunomoduladora y angiogénica

El factor de crecimiento de hepatocitos (FCH) es una citoquina inmunomoduladora y angiogénica derivada del
mesénquima que actia como mediador en la formacién vascular, en la endotelizacién y en la maduracion vascular,
incluyendo la migracion y reclutamiento de células perivasculares, tales como células de musculo liso y pericitos. La
FCH suprime la fibrosis tras la lesion de tejidos. Esta citoquina induce la diferenciacién de los monocitos hacia una
funcion celular accesoria inmunorreguladora y tolerogénica. Resulta interesante que la FCH también se ha
demostrado que reduce el rechazo agudo y cronico del aloinjerto, sugiriendo un potencial mecanismo
antiinflamatorio.

Se evalud la produccion de FCH por las CRT mediante la adquisicién de liquido sobrenadante de cultivo por el
puerto de desecho del sistema de produccion celular (ver las figuras 1 a 10) el dia 12 de cultivo. Se mantuvieron
estos cultivos bajo condiciones de perfusién de medio o sin intercambio de medio, como cultivo estatico a escala
clinica. Se obtuvieron células madre mesenquimales (CMM) de los mismos donantes de médula 6sea en paralelo
mediante pase repetido en matraces de cultivo de tejidos (matraces T) para la comparaciéon como control positivo de
la secrecion de FCH. Los liquidos sobrenadantes de cultivo de estos cultivos de CRT y CMM se evaluaron para FCH
mediante ELISA. Los valores medios (pg/ml) para n=6 experimentos se muestran en la figura 26. Estos datos
demuestran que las CRT secretan consistentemente niveles elevados de FCH, un potente mediador angiogénico e
inmunomodulador, con independencia de la tasa de perfusion de medio, en comparacion con las CMM derivadas de
manera convencional.

Se evaluaron las CRT en una respuesta alogénica de leucocitos mixtos (RALM) como medio para determinar el
potencial de activacion de respuestas inflamatorias adaptativas o mediadas por células T (figura 30). Algunos
mediadores inflamatorios, tales como el interferén-y (IFN-y) inducen una expresion elevada por las CRT de enzimas
inmunomoduladores, incluyendo IDO (figuras 24, 25 y 27) y de otros ligandos inmunoinhibidores tales como PD-L1
(figura 28). Por lo tanto, se incubaron CRT con (inducidas) o sin (no inducidas) 1.000 unidades/ml de interferon
humano recombinante durante las 24 horas previas a la adicién a la RALM. Tras la exposicion a IFN-y, se irradiaron
las RCT (2.000 Rad) y se incubaron en la RALM en un abanico de dosis celulares consistente de 2.000, 10.000 6
50.000 CRT conjuntamente con una dosis fija de 10° células T alogénicas respondedoras por cada micropocillo en
cultivos por triplicado. Se evalud la proliferacién de las células T mediante incorporacion de °H-timidina mediada en
pulsos por minuto (cpm) el dia 6 de cultivo. Tal como se muestra en la figura 30, las CRT demostraron una
sorprendente reduccién a niveles de fondo de la actividad estimuladora de células T tras una exposicion breve a
mediadores inflamatorios tales como IFN-y. Estos datos indican una actividad reducida o potencialmente inhibidora
de las CRT contra las respuestas inflamatorias mediadas por células T.
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REIVINDICACIONES

1. Método para procesar células en cultivo, que comprende:

proporcionar una biocamara para el cultivo de células,

proporcionar un medio de cultivo para el cultivo de células dentro de la biocamara,

inocular la biocamara con células,

cultivar las células,

tras un periodo de tiempo de cultivo predeterminado, desplazar el medio de cultivo de la biocamara con una primera
solucién de enjuague biocompatible,

sustituir la primera solucién de enjuague por una solucién enzimatica de recoleccion celular seleccionada del grupo
consistente en tripsinas, colagenasas, enzimas de origen microbiano, agentes de disociacién, proteasas o mezclas
de los mismos; e

incubar el contenido de la biocamara durante un periodo de tiempo predeterminado, en el que durante la
incubacién, el enzima por lo menos disocia las células unas de otras y/o de la superficie de la biocamara, ydesplazar
la solucion enzimatica con una segunda solucién de enjuague, en la que, al desplazar el enzima, la cdmara se llena
sustancialmente con la segunda solucién de enjuague.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la segunda solucién de enjuague comprende una solucién capaz de
inyectarse en un ser humano.

3. Método para procesar células en cultivo segun la reivindicacion 1, que comprende ademas:
desplazar una parte de la segunda solucion de enjuague con un gas con el fin de obtener un volumen reducido
predeterminado de liquido en la camara.

4. Método para procesar células en cultivo segun la reivindicacion 1, que comprende ademas agitar la camara para
resuspender las células sedimentadas.

5. Método para procesar células en cultivo segun la reivindicacion 1, que comprende ademas drenar la solucion con
células en suspensién hacia el interior de un recipiente de recoleccion de células.

6. Método para procesar células en cultivo segun la reivindicacion 1, que comprende ademas afadir una cantidad
adicional de la segunda solucion a la biocamara y agitar la biocamara para enjuagar las células residuales hacia el
exterior.

7. Meétodo para procesar células en cultivo segun la reivindicaciéon 6, que comprende ademas drenar la solucién
hacia el interior de un recipiente de recoleccion de células.

8. Método segun la reivindicacién 1, en el que el caudal para la introduccion de soluciones y/o gases afadidos a la
biocamara es de entre aproximadamente 0,03 y aproximadamente 1,0 intercambios de volumen/min.

9. Método segun la reivindicacion 1, en el que el caudal para la introduccion de soluciones y/o gases anadidos a la
biocamara es de entre aproximadamente 0,50 y aproximadamente 0,75 intercambios de volumen/min.

10. Método segun la reivindicacion 1, en el que los liquidos/soluciones o gases se introducen en la biocamara segun
un flujo de pistén radial.

11. Método segun la reivindicacién 1, en el que dichas células se derivan de células mononucleares.

12. Método segun la reivindicacion 11, en el que dichas células mononucleares son de médula ésea, sangre
periférica, sangre de cordon umbilical o higado fetal.

13. Método segun la reivindicacién 1, en el que dicho cultivo produce una poblacién celular mixta en la que mas de
5% de la poblacion celular es CD90".

14. Células en cultivo producidas segun el método segun la reivindicacion 1.

15. Composicién que comprende las células en cultivo segun la reivindicacion 14.
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PUNTUACION OSEA
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