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DESCRIPCION

Métodos y medios para la proliferacion de células madres y generacion y expansion posterior de células progenitoras, asi
como produccion de células efectoras como terapéuticos clinicos.

La invencion se refiere al campo de la biologia médica moderna. Particularmente la invencion se refiere a la tecnologia de
células madres. Méas particularmente la invencién se refiere a la tecnologia de células madres perinatales, particularmente
tecnologia de células madres de cordon umbilical.

Las células madres son células indiferenciadas primordiales que tienen la habilidad de auto-renovacion y la habilidad de
diferenciarse en otros tipos de células. Esta habilidad les permite actuar como un sistema de reparacion para el cuerpo,
reponer otras células mientras el organismo esta vivo.

Las células madres se clasifican por potencia que describe la especificidad de esa célula.

Las células madres totipotentes son células que tienen la habilidad de auto-renovacion y son capaces de diferenciarse en
cualquier y todos los tipos celulares para formar un nuevo organismo completo. Ellas se producen tipicamente por la fusién
de un 6vulo y un espermatozoide. Las células producidas por las primeras pocas divisiones del 6vulo fertilizado ademas son
totipotentes. Estas células pueden convertirse en cualquier tipo de célula sin excepciones.

Las células madres pluripotentes son las descendientes de las células totipotentes y pueden convertirse en cualquier tipo
celular excepto por las células madres totipotentes.

Las células madres multipotentes pueden producir solamente células de una familia de células estrechamente relacionadas
(por ejemplo las células madres hematopoyéticas pueden diferenciarse en células de la sangre tales como glébulos rojos,
glébulos blancos y plaquetas).

Las células progenitoras (algunas veces llamadas unipotentes) pueden producir solamente un tipo celular; pero, tienen la
propiedad de auto-renovacion que las distingue de las células no madres.

Las células madres ademas se categorizan de acuerdo con su fuente, como adultas o embrionarias.

Las células madres adultas son células indiferenciadas encontradas entre las células diferenciadas de un tejido especifico y
son en su mayoria células multipotentes. Con mas precision se les llama células madres somaticas, porque no necesitan
venir de adultos sino que ademas pueden venir de nifios o de cordones umbilicales.

Las células madres embrionarias son células obtenidas a partir de la masa interior indiferenciada de un blastocito, un
embrién en una etapa temprana de 50 a 150 células.

La sangre de la placenta y el cordén umbilical que quedan después del nacimiento es una fuente de células madres adultas.
Se recogen al separar el cordon umbilical, limpiarlo y extraer la sangre de la vena umbilical.

Los glébulos rojos se pueden eliminar de la sangre del corddn y las células remanentes se pueden usar o almacenar (por
ejemplo en nitrégeno liquido).

Las células madres mismas son Utiles en muchas aplicaciones de la llamada medicina regenerativa. Se usan para tratar
enfermedades del corazén, reparar médulas espinales y muchas otras enfermedades donde los tejidos de todo tipo
necesitan remplazarse.

Las células madres ademas pueden usarse para producir ciertos tipos de células diferenciadas que son células efectoras en
ciertas enfermedades.

Desafortunadamente sin embargo, las células madres estdn presentes en el cuerpo de un mamifero en diminutas
cantidades solamente. A menudo estan presentes en érganos o tejidos que no se alcanzan con facilidad. Las células
madres embrionarias ademas no se obtienen facilmente y solamente en diminutas cantidades. Ademas, hay algunas
preocupaciones éticas en el crecimiento de embriones meramente con el propésito de producir células madres. Hay por lo
tanto una necesidad de métodos para multiplicar células madres disponibles y/o progenie especificas de linaje primitivo de
estas, sin que se diferencien en descendientes menos potentes. Las células madres totipotentes deben permanecer
totipotentes después de la expansion y no convertirse en células madres pluripotentes, las células madres pluripotentes
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deben permanecer pluripotentes, etc. En algunos casos el cambio a un descendiente menos potente puede ser aceptable (al
menos hasta cierto punto) siempre que el potencial para la auto-renovacién y al menos la multipotencia se retengan.

Aungue las células madres tienen la habilidad de auto-renovacion, mantener células madres en cultivo, no es una tarea facil.
En su sentido més amplio la presente invencion proporciona un medio y un método para el cultivo y/o la expansion y/o la
diferenciacion de células madres que comprende un namero de elementos que son extremadamente adecuados justo para
ese propasito, con la condicion de que las células no son células embrionarias humanas. Las "células madres" de la
presente invencion no son células embrionarias humanas.

Asi en una modalidad la invencién proporciona un medio para cultivar, expandir y/o diferenciar células madres, dicho medio
que comprende un medio de cultivo celular basico, 1-20 % suero humano, 2-10 mmol/l O-acetil-L-carnitina o un equivalente
funcional de este, 40-80 mg/l heparina N-desulfatada-N-acetilada o un equivalente funcional de esta y una combinacion de
citocinas adecuadas, que preferentemente abarca tres o méas de trombopoyetina, ligando flt-3, factor de células madres, G-
CSF, GM-CSF, IL-6, MIP-I-a, y LIF, y suplementos convencionales adicionales, tales como L-glutamina, antibiéticos, acido
ascorbico, selenito de selenio y etanolamina. Las citocinas dadas se seleccionan por sus funciones. Para algunas de las
citocinas dadas hay otras citocinas que al menos en parte seran capaces de realizar la misma funcién. Aquellas pueden
entonces por supuesto sustituir las enumeradas.

Preferentemente un medio de acuerdo con la invenciébn comprende aproximadamente 3-8, con mayor preferencia
aproximadamente 5 mmol/l de O-acetil-L-carnitina. Un equivalente funcional puede estar presente en diferentes cantidades
gue son equivalentes en actividad a las cantidades dadas para la O-acetil-L-carnitina.

Preferentemente un medio de acuerdo con la invenciébn comprende aproximadamente 50-70, con mayor preferencia
aproximadamente 60 mg/l de heparina N-desulfatada-N-acetilada. Un equivalente funcional puede estar presente en
diferentes cantidades que son equivalentes en actividad a las cantidades dadas para la heparina N-desulfatada-N-acetilada.

Las cantidades de citocina afiadidas son convencionales en la técnica, cantidades preferidas se dan en los ejemplos, pero
desviaciones del 10 % en cantidad son muy aceptables y dentro del alcance de la presente invencién.

Muchos medios béasicos son conocidos. Mas abajo, se da una seleccidon pero muchos mas se pueden comprar a empresas
como Invitrogen. Los medios basicos incluyen pero no se limitan a BEM (medio de Eagle basico), DMEM (medio de Eagle
modificado por Dulbecco), medio esencial minimo de Glasgow, medio basal M199, HAM F10, HAM F12, DMEM de Iscove,
Leibovitz L15, MCDB, McCoy 5A, etc.

Se pueden usar ademas las combinaciones de estos medios béasicos y combinaciones de DMEM y HAM F12 se prefieren
para algunos medios de diferenciacién de acuerdo con la invencion. Las cantidades dadas en la presente descripcion son
tipicamente adecuadas para cultivos que comienzan con aproximadamente 1 millon de células por ml. Las cantidades se
pueden adaptar para las diferentes cantidades de células con las que comienzan los cultivos.

Los medios de acuerdo con la invencién pueden variar en su contenido de suero, preferentemente junto con una
combinacion diferente de citocinas para proporcionar ya sea un medio de expansion o un medio de diferenciacion.

Asi, en una modalidad de la presente invencion se proporciona un medio y un método para la proliferacion de células
madres embrionarias no humanas con la subsecuente generacion de células progenitoras especificas de linaje primitivo,
particularmente células madres de sangre de corddn, de forma que la proliferacion de las células madres produce una célula
madre hija y una célula madre de progenitor primitivo, la Ultima con la habilidad de auto-renovacion extensiva y maduracion
funcional. Tipicamente a partir de 1 millébn de células de una poblacién enriquecida en células madres se pueden generar
1x10® progenitores primitivos mientras se mantiene el conjunto de células madres. Cada progenitor primitivo es capaz de
producir > 1x10° células efectoras funcionales maduras. La poblacién enriquecida de células madres se puede aislar células
CD34+ yl/o células CD133+. La adicion de monocitos enriquecidos en células CD14+ mejora la amplificacion asi como la
maduracion de las células deseadas.

La presente invencion en dicha modalidad proporciona un medio para expandir células madres que comprende un medio de
cultivo celular basico, 10-20 % suero humano, 2-10 mmol/l O-acetil-L-carnitina o un equivalente funcional de este, 40-80
mg/l heparina N-desulfatada-N-acetilada o un equivalente funcional de esta y una combinacion de citocinas adecuadas, que
preferentemente abarca tres o mas de trombopoyetina, ligando flt-3, factor de células madres, G-CSF, GM-CSF, IL-6, MIP-I-
a, y LIF, y suplementos convencionales adicionales, tales como L-glutamina, antibiticos, acido ascérbico, selenito de
selenio y etanolamina.

Preferentemente, un medio parar expansion de acuerdo con la invencion comprende aproximadamente 15 % de suero
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humano, preferentemente suero AB. Preferentemente un medio para expansion de acuerdo con la invencién comprende
aproximadamente 5 mmol/l O-acetil-L-carnitina. Preferentemente un medio para expansion de acuerdo con la invencién
comprende 60 mg/l heparina N-desulfatada-N-acetilada. El medio basico preferido es RPMI1640.

En una modalidad preferida adicional un medio para expansion de acuerdo con la invencion comprende trombopoyetina,
ligando flt-3, factor de células madres, G-CSF, GM-CSF, IL-6, MIP-lI-a, LIF, VEGF, bFGF, IL-3 e IL-7 en cantidades
convencionales, preferentemente en las cantidades dadas en los ejemplos.

En otra modalidad la invencion proporciona medio de diferenciacion para la diferenciacion en progenitores de células
Asesinas Naturales, preferentemente dos medios para dos etapas en la diferenciacion, para cuyos medios la cantidad de
suero esta entre 5-10 %.Preferentemente la cantidad de suero es aproximadamente 8 %. Preferentemente un medio para
diferenciacion de acuerdo con la invencion comprende aproximadamente 5 mmol/l O-acetil-L-carnitina. Preferentemente un
medio para diferenciaciéon de acuerdo con la invencion comprende 60 mg/l heparina N-desulfatada-N-acetilada. EI medio
bésico preferido es una mezcla 2:1 (v/v) de DMEM y HAM-F12.

Una combinacion preferida de citocinas para el primer paso en la diferenciacién es TPO, FLT-3L, SCF, IL-7, VEGF, IL-2,
GM-CSF, G-CSF, LIF, MIP-I-a e IL-6. Este medio se aplica preferentemente después de la expansion de las células madres
por aproximadamente tres dias, preferentemente la expansiéon en un medio de expansién de acuerdo con la invencion.

Preferentemente la primera etapa de diferenciacion en progenitores de células asesinas naturales es seguida por una etapa
de diferenciacion adicional aproximadamente tres dias mas tarde (6 dias después de cosecharse o descongelarse) con un
medio de diferenciacién secundario diferente de acuerdo con la invencién en el que las células deben cultivarse por
aproximadamente 9-24, preferentemente 12-22 dias).

Un segundo medio de diferenciacion de acuerdo con la invencién comprende 5-10 % de suero humano (preferentemente
AB), preferentemente aproximadamente 8 % suero humano.

Preferentemente un segundo medio de diferenciacién de acuerdo con la invencion comprende aproximadamente 5 mmol/l
O-acetil-L-carnitina. Preferentemente un segundo medio de diferenciacién de acuerdo con la invencién comprende 60 mg/l
heparina N-desulfatada-N-acetilada. EI medio béasico preferido es una mezcla 2:1 (v/iv) de DMEM y HAM-F12. Una
combinacion preferida de citocinas para la segunda etapa en la diferenciacién es TPO, FLT-3, SCF, IL-7, IL-15, IL-2, GM-
CSF, G-CSF, LIF, IL-6, MIP-I-a.

Este medio debe refrescarse entre 3-8, preferentemente aproximadamente 6 dias.

La invencién ademéas abarca métodos para mantener mientras proliferan células madres con la generacién y expansion de
células progenitoras postembrionarias, particularmente células madres de sangre de corddn umbilical, que comprende
cosechar las células madres de sangre del cordon, cultivar dichas células en un medio de acuerdo con la invencién y
separar las células expandidas de dicho medio. La invencién adicionalmente comprende métodos para diferenciar células
madres en células progenitoras de NK que comprenden cultivar dichas células madres, particularmente células madres
derivadas de sangre de cordén umbilical, en un medio de diferenciacién de acuerdo con la invencion y preferentemente
cultivar dichas células madres en un primer y un segundo medio de diferenciacion en un esquema como se da en la
detallada descripcion mas abajo. El cultivo debe ocurrir bajo condiciones convencionales adecuada que tipicamente abarcan
temperaturas de aproximadamente 37 grados Celsius, 100 % RH, 10 % 02 y 5-7 % CO2.

Las células madres que proliferaron y se mantuvieron producidas por un proceso de acuerdo con la invencion, se describen
en la presente descripcion.

Las células asesinas naturales progenitoras producidas por un método de acuerdo con la invencion, se describen en la
presente descripcion.

En una modalidad adicional la invencion comprende un conjunto de medios (estuche de partes) para la proliferacion y
mantenimiento de células madres, particularmente derivadas de sangre de cordén) y la generaciéon de células progenitoras
de NK primitivas, que comprende un medio de expansion de acuerdo con la invencién, un primer y un segundo medios de
diferenciacion de acuerdo con la invencién y preferentemente un folleto de instrucciones para el uso de los medios.

Las células progenitoras de NK se pueden diferenciar a células NK maduras y funcionales que reconocen un objetivo
deseado por receptores especificos en sus superficie conocidos por los expertos en el campo (CD56, CD16, CD107,
NKG2a/CD94, antigenos NKp, receptores KIR). Estas células NK maduras y funcionales se pueden generar in vitro por la
extension del periodo de cultivo 2-3 semanas mas. Sin embargo, como terapéutico celular se prefiere la inyeccion de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2502 841 T3

progenitores primitivos y la maduracion in vivo. Estas células NK se pueden usar en el tratamiento de cualquier tipo de
enfermedad humana preferentemente todas las enfermedades malignas tales como tumores, céancer, en particular
leucemias, de ovario, de colon y cancer de la piel, mama, cancer de cerebro y pulmdn, cancer cervical y metastasis de todos
los tipos de cancer, particularmente del higado, asi como todas las enfermedades virales, en particular VIH, y otras
enfermedades crénicas virales. Los métodos para (expandir y) diferenciar células madres en células progenitoras de NK y
més adelante en células NK son ademéas parte de la presente invencion.

Se describen las células NK especificas al objetivo producidas por estos métodos. Las composiciones farmacéuticas que
comprenden células progenitoras o células NK maduras de acuerdo con la invencion y mas aun que comprenden
constituyentes usuales de tales composiciones se describen en la presente descripcion. Las dosis para tales composiciones
farmacéuticas generalmente se expresan en el nimero de células viables presentes en tal composicién. Dicho namero debe
estar entre 1-9 x 10° NK-IC o0 >1-10 x 10% NK-células maduras por kg de peso corporal de un sujeto a tratar.

En otra modalidad la invencion comprende un medio para diferenciar células madres (expandidas) en células progenitoras
vasculares.

En esta modalidad un (primer) medio de diferenciacion preferido comprende un medio basico (preferentemente medio basal
M199) con aproximadamente 7-12, preferentemente aproximadamente 10 % de suero humano (preferentemente AB),
aproximadamente 4-6, preferentemente aproximadamente 5 mmol/l de O-acetil-L-carnitina, aproximadamente 60 mg/l
heparina N-desulfatada-N-acetilada.

Se prefiere la siguiente combinacién de citocinas: SCGF, VEGF, angiopoyetina-1, angiopoyetina-2, bFGF, IGF, TPO, FLT-
3L, 1I-1B, GM-CSF, G-CSF, LIF, MIP-l-a e lI-6. Las cantidades nuevamente son preferentemente aquellas dadas en los
ejemplos, aunque desviaciones del 10 % seran tipicamente aceptables. Otros constituyentes usuales para medios de cultivo
como los dados antes en la presente descripcion pueden por supuesto afiadirse.

Se prefiere aumentar mas ain la diferenciacion a células VP por el cultivo de las células en un segundo medio de
diferenciacion. El esquema preferido se da en la descripcion detallada, aunque tal esquema no es critico. La longitud de las
diferentes etapas de cultivo puede variarse.

Este segundo medio de cultivo difiere del primero en la cantidad de suero humano presente, que debe ser aproximadamente
1-4 %, preferentemente aproximadamente 2 %.

El conjunto de citocinas preferido es SCGF, VEGF, bFGF, IGF, TPO, FLT-3L e IL-1p.
Las células progenitoras vasculares se pueden producir por un método de acuerdo con la invencion. Estas células se
pueden usar para el tratamiento de cualquier enfermedad cardio-vascular que involucre la generacion de nuevos vasos

sanguineos o nuevo endotelio.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las células progenitoras vasculares se describen. La cantidad de células
por dosis tipicamente comprendera al menos 1 x 10° células viables por dosis.

En una modalidad adicional la invencion comprende un conjunto de medios (estuche de partes) para la expansién y
diferenciacion de células madres, particularmente derivadas de sangre de corddn) en células progenitoras vasculares, que
comprende un medio de expansion de acuerdo con la invencién, un primer y un segundo medios de diferenciacion de
acuerdo con la invencion y preferentemente un folleto de instrucciones para el uso de los medios.

Los métodos para diferenciar células madres en células progenitoras vasculares y mas adelante en nuevo endotelio y vasos
sanguineos funcionales que llevan a la revascularizacion del tejido son ademas parte de la presente invencion.

La invencion se explicard en méas detalles en la siguiente descripcion detallada.

Descripcion detallada

La siguiente descripcién describe un método para la generacion in vitro de terapéuticos celulares para el uso clinico que
pueden derivarse de pequefias alicuotas de células madres postembrionarias. Este procedimiento se caracteriza por el
cultivo de células madres postembrionarias en un medio especificamente formulado con una composicion definida asi como
un procedimiento de manejo del cultivo definido para rendir suficientes progenitores para la aplicacion clinica.

La invencién descrita aqui se basa al menos en parte en el problema técnico de que para el tratamiento de enfermedades
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malignas, es decir cancer, leucemias y linfomas asi como para las enfermedades cardiovasculares la disponibilidad de
terapias celulares es muy limitada. Con la excepcion de muy escasos trasplantes de células madres hematopoyéticas por
medio del uso de sangre de cordon umbilical (UCB), las células madres postembrionarias no se han usado para
tratamientos celulares dirigidos en el marco del trasplante no alogénico sin altas dosis de quimioterapia/radiacién de
acondicionamiento del paciente fundamentalmente debido al hecho, de que no hay suficientes células progenitoras dirigidas
para la terapia celular disponibles todavia. Adicionalmente, estas células son aloreactivas y causan una severa enfermedad
de injerto-contra huésped en el recipiente si el tratamiento y producto celular no se eligen de forma 6ptima.

El problema técnico se resolvi6 al menos parcialmente en esta invencion al proporcionar procedimientos practicos para
generar suficiente nimero de progenitores para tratamientos seleccionados como se indic6 antes en la presente
descripcion. El problema técnico de la generacion del progenitor seleccionado de células madres postembrionarias humanas
para aplicacion clinica puede resolverse por la aplicacion de procedimientos bien definidos de etapas de cultivo in vitro asi
como cambios especificos de las condiciones de cultivo como se describe en la seccién de métodos. Estos procedimientos
permiten por primera vez producir progenitoras vasculares (células VP) y/o células asesinas naturales (célula NK)
progenitoras para aplicacion clinica a partir de pequefias alicuotas de células madres postembrionarias.

Las siguientes células madres postembrionarias que pueden obtenerse comenzando a partir de la semana 12 después de la
gestacion a partir de higado fetal, sangre perinatal de cordén umbilical (UCB), médula 6sea humana o sangre periférica
estimulada con G-CSF se pueden aislar y usar para procedimientos de cultivo de acuerdo con la invencién. La persona con
experiencia en la técnica conoce métodos para recolectar estas células madres, por lo cual la cosecha a partir de sangre de
corddn umbilical perinatal o placenta se prefiere para los procedimientos de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida adicional de los procedimientos de acuerdo con la invencion se realiza una prueba funcional del
terapéutico celular final consecutiva al cultivo. Es especialmente preferida la prueba de las caracteristicas progenitoras de
las células asesinas naturales (células- NK) asi como de las células progenitoras vasculares (células-VP) por el
establecimiento de sistemas de ensayos in vitro.

El siguiente ejemplo ilustra la invencién:

1. Iniciacién del cultivo in vitro

Pequefias alicuotas de células madres postembrionarias (minimo 25 ml de sangre de cordén umbilical; una cantidad que
esta bien por debajo de la minima cantidad requerida para el banco clinico) se procesan de acuerdo a procedimientos de
operacion estandar de lisis de glébulos rojos para obtener células nucleadas para procesamiento adicional. Como una
opcién las células se pueden purificar mas aun por separacion inmunomagnética de células de acuerdo con el fabricante
(Miltenyi-Biotec, Alemania) en células CD34+ enriquecidas (o alternativamente células CD133+) y ademéas también se
pueden separar células CD14+. La persona experta en este campo sera capaz de realizar estas separaciones celulares de
acuerdo con el fabricante. Estas células se ponen en frascos de cultivo o bolsas de Teflén que contienen el llamado medio
de Iniciacion-T_ecnologia-G_lycostem o GTI: El medio en este ejemplo consiste de RPMI1640 (Invitrogen Inc.) que contiene
15 % suero AB humano (Cambrex Inc.), O-acetil-L-carnitina (OALC, Sigma Chemicals) o derivados en una concentracion
final de 5 mmol/l, heparina N-desulfatada-N-acetilada (Seigagaku Amerika Inc.) en una concentracién de 60 mg/l. Las
siguientes citocinas humanas recombinantes (si no se menciona especificamente, todas las citocinas han sido
proporcionadas por tecnologia de células madres Inc. 0 R&D Systems): trombopoyetina (TPO; 25 ng/ml); ligando flt-3 (FLT-
3L; 25 ng/ml), factor de células madres (SCF; 25 ng/ml), interleucina-7 (IL-7; 25 ng/ml), factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF; 10 ng/ml), interleucina-3 (IL-3; 2,5 ng/ml), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF; 10 ng/ml),
factor de crecimiento tipo insulina (IGF; 10 ng/ml), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF; 10
pg/ml Immunex Corp., Seattle, WA), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, 250 pg/ml; Amgen, Thousand
Oaks, CA), factor inhibidor de leucemia (LIF; 50 pg/ml), proteina 1 alfa inflamatoria de macréfagos (200 pg/ml; MIP-1 alfa) e
interleucina-6 (IL-6; 50 pg/ml). Los suplementos adicionales son L-glutamina (2 mmol/l; Invitrogen), penicilina (1000 U/ml),
estreptomicina 100 U/ml (Invitrogen), 25 uM 2-mercaptoetanol-beta (Invitrogen) acido ascorbico (20 mg/ml, Sigma), selenito
de selenio (50 pmol, Sigma), etanolamina (50 pmol Sigma). La relacion final de medio a células inoculadas es 1x10° células
totales por 1 ml de medio. El inicio del cultivo se puede realizar en 2 formas alternativas.

a) inoculacion de células nucleadas después de la lisis de glébulos rojos en medio-GTI

b) inoculacion de las células CD34+ separadas (0 alternativamente células CD133+) junto con las células CD14+ como
suplemento en medio-GTI en una relacién de 1 célula CD34+ [0 alternativamente células CD133+]: 1 célula CD14+)

¢) inoculacion de las células CD34+ separadas (o alternativamente células CD133+) en medio-GTI

Las células se cultivan en el medio y las proporciones mencionados anteriormente bajo condiciones adecuadas. Las

condiciones adecuadas ilustrativas con respecto a los contenedores de cultivo, temperatura, humedad relativa, contenido de
0, y CO; de la fase gaseosa adecuados se conocen por los expertos. Preferencialmente las células se cultivan en el medio
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mencionado anteriormente bajo las siguientes condiciones: (a) 37 °C, (b) 100 % humedad relativa, (¢c) 10 % O,y (d)5% a 7
% COs.

2. decisién de diferenciacién en el dia 3 in vitro:

En el dia 3 de cultivo se realiza la suplementacion del primer medio. En este punto, el cultivo de suspension celular se lleva
a ya sea diferenciacion a célula-NK o diferenciacion a progenitor vascular (VP).

Esto se puede hacer en dos formas:

a) El producto completo se diferencia mas aun solamente en una de las dos rutas de diferenciacion (ya sea
diferenciacion a NK o VPC)

b) El producto se divide segin se requiera y una alicuota se diferencia mas aun en progenitoras-NK, la otra en
progenitoras-VPC.

c) Las células adherentes se diferencian en VPC, las células no-adherentes se diferencian méas aun en progenitoras-NK.

2.1. Generacion del producto progenitor de célula asesina natural

La cantidad designada del producto del cultivo celular inicial se suplementa el dia 3 después del inicio del cultivo con
medioTecnologia-G_lycostem-Nk -dia3 (GTNKd3) (1 ml medio-GTNKd3 por 1x10° células totales introducidas). Al dia 6 el
cultivo en suspensién se suplementa con medio Tecnologia-G_lycostem-Nk _-diag (GTNKd6) (2 ml medio-GTNKd6 por 1x10°
células totales introducidas). Desde el dia 9 después de iniciado el cultivo la suplementacién de medio ocurre de la siguiente
forma:

Dia 9: adicién de 4 ml de medio GTNKd6 por 1x10° células totales introducidas
Dia 12: adicién de 8 ml de medio GTNKd6 por 1x10° células totales introducidas
Dia 15: adicion de 16 ml de medio GTNKd6 por 1x10° células totales introducidas

A los dias 18-21 todas las células se cosechan y se realizan dos etapas de lavado en PBS que contiene 1 % suero AB
humano de acuerdo con los procedimientos de operacién estandar conocidos a las personas expertas en el campo.
Después las células se resuspenden en solucion de NaCl fisioldgica (0,9 %) para la infusion en el paciente. Después de la
infusién, los NK-IC-progenitoras, se generaron especificamente para madurar dentro del cuerpo del pacientes (in vivo) y
finalmente diferenciarse in vivo en células asesinas naturales funcionales, que son capaces de matar células tumorales
objetivo especificas. Por esta razon el paciente se trata preferentemente inmediatamente después de la infusién con IL-2
subcutanea (Proleukin©) a una dosis de 2x10° 1U/kg peso corporal.

Una pequefia alicuota (200 células totales) se usa para el control de aseguramiento de la calidad del producto para
enumerar el nimero de célula-NK progenitoras en el producto final por medio del uso de ensayos de NK-IC bien
establecidos como se describe en la literatura (Miller y otros, 1999; Punzel y otros, 1999).

Ejemplo experimental: En 3 muestras UCB independientes (cantidad entre 26-59 ml; TNC [células nucleadas totales] en el
intervalo desde 2-6 x108) se podrian generar progenitores NK-IC con un conteo de células totales entre 1,1-1,9 x10%. A partir
de que 1 Unica NK-IC genera > 1000 células- NK maduras in vivo, un minimo de 10 paquetes cada uno con la capacidad de
generar 1 x10%células- NK maduras/ kg de peso corporal se pueden criopreservar hasta su uso de acuerdo con
procedimientos de operacién estandar conocidos por los expertos en el campo.

Medio:
Medio GTNKd3

El medio consiste de DMEM/Medio F12 de Ham (Invitrogen Inc.) relacién de volumen 2:1 (V/V) con 8 % suero AB- humano
(Cambrex Inc.), O-acetil-L-carnitina (OALC, Sigma Chemicals) o derivados en una concentracion final de 5 mmol/l, heparina
N-desulfatada-N-acetilada (Seigagaku Amerika Inc.) en una concentracién de 60 mg/l. Las siguientes citocinas humanas
recombinantes (si no se menciona especificamente, todas las citocinas han sido proporcionadas por tecnologia de células
madres Inc. 0 R&D Systems): trombopoyetina (TPO; 25 ng/ml); ligando flt-3 (FLT-3L; 25 ng/ml), factor de células madres
(SCF; 25 ng/ml), interleucina-7 (IL-7; 25 ng/ml), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF; 10 ng/ml), interleucina-2
(Proleukin® [Chiron]; 750 U/ml), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF; 10 pg/ml Immunex
Corp., Seattle, WA), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, 250 pg/ml; Amgen, Thousand Oaks, CA), factor
inhibidor de leucemia (LIF; 50 pg/ml), proteina 1 alfa inflamatoria de macréfagos (200 pg/ml; MIP-I alfa) e interleucina-6 (IL-
6; 50 pg/ml). Los suplementos adicionales son L-glutamina (2 mmol/l; Invitrogen), penicilina (1000 U/ml), estreptomicina 100
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U/ml (Invitrogen), 25 uM 2-mercaptoetanol-beta (Invitrogen) &cido ascorbico (20 mg/ml, Sigma), selenito de selenio (50 pmol,
Sigma), etanolamina (50 pmol Sigma).

Medio GTNKd6

El medio consiste de DMEM/Medio F12 de Ham (Invitrogen Inc.) relacion de volumen 2:1 (V/V) con 8 % suero AB- humano
(Cambrex Inc.), O-acetil-L-carnitina (OALC, Sigma Chemicals) o derivados en una concentracion final de 5 mmol/l, heparina
N-desulfatada-N-acetilada (Seigagaku Amerika Inc.) en una concentracion de 60 mg/l. Las siguientes citocinas humanas
recombinantes (si no se menciona especificamente, todas las citocinas han sido proporcionados por tecnologia de células
madres Inc. 0 R&D Systems): trombopoyetina (TPO; 25 ng/ml); ligando flt-3 (FLT-3L; 25 ng/ml), factor de células madres
(SCF; 25 ng/ml), interleucina-7 (IL-7; 25 ng/ml), interleucina-15 (IL-15; 25 ng/ml), interleucina-2 (Proleukin© [Chiron]; 1500
U/ml), factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF; 10 pg/ml Immunex Corp., Seattle, WA), factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, 250 pg/ml; Amgen, Thousand Oaks, CA), factor inhibidor de Leucemia (LIF;
50 pg/ml), proteina 1 alfa inflamatoria de macréfagos (200 pg/ml; MIP-1 alfa) e interleucina-6 (IL-6; 50 pg/ml). Los
suplementos adicionales son L-glutamina (2 mmol/l; Invitrogen), penicilina (1000 U/ml), estreptomicina 100 U/ml (Invitrogen),
25 puM 2-mercaptoetanol-beta (Invitrogen) &cido ascorbico (20 mg/ml, Sigma), selenita de selenio (50 pmol, Sigma),
etanolamina (50 umol Sigma).

Ensayo de NK-IC para el control de la calidad: Este ensayo enumera el nimero de células-NK-progenitoras primitivas que
se generaron en el dia 18 de cultivo. Cada progenitor NK-IC (nico puede dar lugar a > 1000 células- NK maduras y
funcionales. Asi, este ensayo proporciona una lectura y un instrumento de control de la calidad valioso para el producto. La
pequefia alicuota de células expandidas (200 células) se sembraron en placas de 96 pozos en ensayos de dilucion limitante
en cocultivos AFT024 suplementado con medio que consiste de medio DMEM/Medio F12 de Ham 2:1 (V/V) con 20 % suero
humano AB inactivado por calor y 20 mg/ml de acido ascoérbico, 50 pmol selenito de selenio, 25 pmol B-mercaptoetanol, 50
pmol etanolamina, 1000 U/ml IL-2, 5 ng/ml IL-3 [solo inicialmente], 10 ng/ml Flt-3L, 10 ng/ml SCF y 20 ng/ml IL-7. Después
de 5-7 semanas de cultivo, las células se analizaron fenotipicamente para células NK maduras y funcionales (CD56+/CD3-
/CD16/NKp30/NKp44/NKp46, NKG2A/CD94, CD107).

2.2. Generacion de productos de células progenitoras vasculares

La cantidad designada del producto del cultivo celular inicial tiene que colocarse en un frasco de 175 cm? de cultivo de tejido
recubierto de fibronectina el dia 3 después del inicio y necesita suplementarse mas aun con medio Tecnologia-G_lycostem-

Progenitor-\_ascular d_ia 3 (GTVPd3) (15 ml medio GTVPd3 por frasco de 175 cmz). En el dia 6 todas las células no
adherentes tienen que eliminarse y la suplementacion de medio tiene que ocurrir a partir del dia 6 de la siguiente manera:

Dia 6: intercambio de 15 ml de medio GTVPd6 por frasco
Dia 12: intercambio de 15 ml de medio GTVPd6 por frasco
Dia 18: intercambio de 15 ml de medio GTVPd6 por frasco
Dia 24: intercambio de 15 ml de medio GTVPd6 por frasco

En el dia 18-28 todas las células se cosechan por medio del uso de solucién de disociacion de células (Becton-Dickinson) y
se realizan 2 etapas de lavado en PBS que contiene 1 % suero AB humano de acuerdo con procedimientos de operaciéon
estandar conocidos por los expertos en el campo Después las células se resuspenden en solucion de NacCl fisiolégica (0,9
%) para la infusion en el paciente

Una pequefia alicuota (1000 células totales) se usa para el control de aseguramiento de la calidad del producto para
enumerar el nimero de células progenitoras VP en el producto final por medio del uso de métodos de deteccion de células
progenitoras vasculares bien definidos que se conocen bien por la persona experta en el campo. La verificacion del fenotipo
de células progenitoras endoteliales tiene que incluir CD31, VWF, y captacién de DiL como es bien conocido para la persona
experta en el campo. Varias publicaciones para la deteccién de células-VP se han publicado en la literatura (Gehling y otros,
2000; Loges y otros, 2004).

Ejemplo experimental: En 1 muestra UCB (cantidad 39 ml; TNC 2,2 x 108; CD34+ 0,9 x106) se generan colonias de células
VP como se define con un conteo total de células después de cosechadas entre 1,1-1,9 x10° células. Estas células se
criopreservan hasta su uso de acuerdo con procedimientos de operacién estandar conocidos por los expertos en el campo.
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Medio:
Medio GTVPd3

El medio consiste de M199 medio basal suplementado con 10 % suero AB humano (Cambrex Inc.), O-acetil-L-carnitina
(OALC, Sigma Chemicals) o derivados en una concentracion final de 5 mmol/l. Las siguientes citocinas humanas
recombinantes (si no se menciona especificamente, todas las citocinas han sido proporcionadas por tecnologia de células
madres Inc. 0 R&D Systems): factor de crecimiento de células madres (50 ng, SCGF) factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF; 50 ng/ml), angiopoyetina-1 (100 ng, R&D-systems), angiopoyetina-2 (100 ng, R&D-systems), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF; 10 ng/ml), factor de crecimiento tipo insulina (IGF; 10 ng/ml), trombopoyetina
(TPO; 25 ng/ml); ligando flt-3 (FLT-3L; 25 ng/ml), interleucina-1f (IL-1, 20 ng/ml), factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF; 10 pg/ml Immunex Corp., Seattle, WA), factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF, 250 pg/ml; Amgen, Thousand Oaks, CA), factor inhibidor de leucemia (LIF; 50 pg/ml), Proteina 1-alfa inflamatoria
de macréfagos (200 pg/ml; MIP-1 alfa) e interleucina-6 (IL-6; 50 pg/ml). Los suplementos adicionales son L-glutamina (2
mmol/l; Invitrogen), penicilina (1000 U/ml), estreptomicina (100 U/ml, Invitrogen), 25 pM 2-mercaptoetanol-beta (Invitrogen)
acido ascérbico (20 mg/ml, Sigma).

Medio GTVPd6

El medio consiste de medio basal M199 suplementado con 2 % de suero AB humano (Cambrex Inc.), O-acetil-L-carnitina
(OALC, Sigma Chemicals) o derivados en una concentracion final de 5 mmol/l, Las siguientes citocinas humanas
recombinantes (si no se menciona especificamente, todas las citocinas han sido proporcionadas por tecnologia de células
madres Inc. or R&D Systems): factor de crecimiento de células madres (50 ng, SCGF) factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF; 50 ng/ml), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF; 10 ng/ml),factor de crecimiento tipo insulina
(IGF; 10 ng/ml), trombopoyetina (TPO; 25ng/ml); ligando flt-3 (FLT-3L; 25 ng/ml), interleucina-13 (IL-1, 20 ng/ml). Los
suplementos adicionales son L-glutamina (2 mmol/l; Invitrogen), penicilina (1000 U/ml), estreptomicina (100 U/ml,
Invitrogen), 25 uM 2-mercaptoetanol-beta (Invitrogen) acido ascérbico (20 mg/ml, Sigma).
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Reivindicaciones

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Un medio para el cultivo, la expansién y/o diferenciacion de células madres, dicho medio comprende un medio de
cultivo de células basico, 1-20 % de suero humano, 2-10 mmol/O-acetil-L-carnitina , 40-80 mg/l de heparina N-
desulfatada-N-acetilada y una combinacién de citocinas adecuadas, que preferentemente abarca tres o méas de
trombopoyetina, ligando flt-3, factor de células madres, G-CSF, GM-CSF, IL-6, MIP-I-a, y LIF.

Un medio de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el medio comprende aproximadamente 3-8, con mayor
preferencia aproximadamente 5 mmol/l de O-acetil-L-carnitina.

Un medio de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende aproximadamente 50-70, con mayor preferencia
aproximadamente 60 mg/l de heparina N-desulfatada-N-acetilada.

Un medio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para expandir células madres dicho medio
comprende un medio para expandir células madres que comprende un medio de cultivo celular basico, 10-20 % de
suero humano, 2-10 mmol/l de O-acetil-L-carnitina , 40-80 mg/l de heparina N-desulfatada-N-acetilada y una
combinacion de citocinas adecuadas que preferentemente abarca tres 0 mas de trombopoyetina ligando flt-3, factor
de células madres, G-CSF, GM-CSF, IL-6, MIP-I-a, y LIF.

Un medio para la expansion de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende aproximadamente 15 % de suero
humano, de preferencia suero AB.

Un medio para la expansion de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, que comprende aproximadamente 5 mmol/l de
O-acetil-L-carnitina.

Un medio para la expansion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-6, que comprende 60 mg/l
heparina N-desulfatada-N-acetilada.

Un medio para la expansiéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-7 en donde el medio basico es
RPMI1640.

Un medio para la expansion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-8, que comprende
trombopoyetina, ligando flt-3, factor de células madres, G-CSF, GM-CSF, IL-6, MIP-I-q, LIF, VEGF, bFGF, IL-3 e IL-
7.

Un medio de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 para diferenciar células madres en progenitores de células
asesinas naturales, que comprende entre 5-10 % de suero humano

Un medio de acuerdo con la reivindicacién 10 en el cual la cantidad de suero es aproximadamente 8 %.

Un medio para la diferenciacion de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11 que comprende aproximadamente 5
mmol/l de O-acetil-L-carnitina.

Un medio para la diferenciacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-12, que comprende 60 mg/l
de heparina N-desulfatada-N-acetilada.

Un medio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en donde el medio basico es una mezcla de 2:1
(v/v) DMEM y HAM-F12.

Un medio inicial de diferenciacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-14 en donde la
combinacion de citocinas es TPO, FLT-3L, SCF, IL-7, VEGF, IL-2, GM-CSF, G-CSF, LIF, MIP-I-a e IL-6.

Un medio inicial de diferenciacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-14, en donde la
combinacion de citocinas es TPO, FLT-3, SCF, IL-7, IL15, IL-2, GM-CSF, G-CSF, LIF, MIP-l-a e IL-6.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
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Un estuche de partes para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras de NK , que comprende
un medio de expansion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, y un medio de diferenciacién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-14.

Un estuche de partes para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras de NK , que comprende
un medio de expansion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, y un medio de diferenciacion inicial
de acuerdo con la reivindicacion 15 y un medio de diferenciacion secundario de acuerdo con la reivindicacion 16.

Un estuche de partes para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras de NK, que comprende
expandir las células madres en un medio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, diferenciar las
células expandidas en un medio de diferenciacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-14.

Un método para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras de NK, que comprende expandir
células madres en un medio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, diferenciar las células
expandidas en un medio inicial de diferenciacién de acuerdo con la reivindicacion 15 y diferenciar mas aun las
células resultantes en un medio de diferenciacion secundario de acuerdo con la reivindicacion 16.

Un método para expandir células madres que comprende cultivar dichas células madres es un medio de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 4-9.

Un método para diferenciar células madres que comprende cultivar células madres, preferentemente células
madres expandidas, en células progenitoras de NK en un medio de diferenciacién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 10-14.

Un método para diferenciar células madres que comprende cultivar células madres, preferentemente células
madres expandidas, en células progenitoras de NK en un medio inicial de diferenciacion de acuerdo con la
reivindicacion 15 y diferenciar mas aun las células resultantes en un medio secundario de diferenciacion de
acuerdo con la reivindicacion 16.

Un medio de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, para diferenciar células madres en células progenitoras
vasculares, que comprende 7-12 %, preferentemente aproximadamente 10 % de suero humano (preferentemente
AB).

Un medio de diferenciacion de acuerdo con la reivindicacién 24, en donde el medio basico es medio basal M199.

Un medio inicial de diferenciacion de acuerdo con la reivindicacion 24 o 25, en donde la combinacién de citocinas
es SCGF, VEGF, angiopoyetina-1, angiopoyetina-2, bFGF, IGF, TPO, FLT-3L, II-18, GM-CSF, G-CSF, LIF, MIP-I-a
e ll-6.

Un medio secundario de diferenciacién de acuerdo con la reivindicacion 1, 2 o 3, en donde la combinacion de
citocinas comprende SCGF, VEGF, bFGF, IGF, TPO, FLT-3L e IL-1B y la cantidad de suero humano es 1-4 %,
preferentemente aproximadamente 2 %.

Un método para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras vasculares, que comprende expandir
las células madres en un medio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, diferenciar las células
expandidas en un medio de diferenciacion de acuerdo con la reivindicacion 24 o 25.

Un método para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras vasculares, que comprende expandir
células madres en un medio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, diferenciar las células
expandidas en un medio inicial de diferenciacién de acuerdo con la reivindicacion 26 y diferenciar mas aun las
células resultantes en un medio de diferenciacion secundario de acuerdo con la reivindicacion 27.

Un método para diferenciar células madres que comprende cultivar células madres, preferentemente células
madres expandidas, en células progenitoras vasculares en un medio de diferenciacién de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 24-25.

Un método para diferenciar células madres que comprende cultivar las células madres, preferentemente células
madres expandidas, en células progenitoras vasculares en un medio inicial de diferenciaciéon de acuerdo con la
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reivindicacion 26 y diferenciar mas aun las células resultantes en un medio de diferenciacion secundario de
acuerdo con la reivindicacion 27.

32. Un estuche de partes para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras vasculares, que
comprende un medio de expansién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, y un medio de
diferenciacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-25.

33. Un estuche de partes para expandir y diferenciar células madres en células progenitoras vasculares, que
comprende un medio de expansién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-9, un medio de
diferenciacion inicial de acuerdo con la reivindicacion 26 y un medio de diferenciacién secundario de acuerdo con la
reivindicacion 27.
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