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Reparacion y regeneracion de cartilago y hueso util  izando células derivadas posparto
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de la biologia de las células de mamifero y al cultivo celular. En
particular, la invencion se refiere a células derivadas de tejido posparto con el potencial de diferenciarse a linajes
condrogénicos y osteogénicos, y a métodos de preparacion y uso de esas células derivadas de tejido posparto,
incluidas terapias celulares para afecciones éseas y cartilaginosas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades y afecciones Gseas y cartilaginosas afectan a gran parte de la poblaciéon. En los
mamiferos existen tres tipos de cartilago, e incluyen: cartilago hialino, fibrocartilago y cartilago elastico. El cartilago
hialino consiste en una masa cartilaginosa que tiene una consistencia firme y elastica, es translucido y de color azul
nacarado. El cartilago hialino se encuentra predominantemente en las superficies articulares de las uniones
articulares. Se encuentra también en las placas epifisarias, el cartilago costal, el cartilago traqueal, el cartilago
bronquial y el cartilago nasal. El fibrocartilago es esencialmente igual al cartilago hialino salvo porque contiene
fibrillas de colageno tipo | que afiaden al cartilago resistencia a la traccion. Las fibras de colageno se disponen en
haces, situandose las células del cartilago entre los haces. El fibrocartilago se encuentra cominmente en el anillo
fibroso del disco intervertebral, las inserciones tendinosas y ligamentosas, los meniscos, la sinfisis pubiana y las
inserciones de las capsulas articulares. El cartilago elastico es también similar al cartilago hialino salvo porque
contiene fibras de elastina. Es mas opaco que el cartilago hialino y es mas flexible y distensible. Estas
caracteristicas vienen definidas en parte por las fibras elasticas incorporadas en la matriz del cartilago. Por lo
general, el cartilago elastico esta presente en los pabellones auriculares, la epiglotis y la laringe.

Las superficies de los huesos articulares en las articulaciones de los mamiferos estan cubiertas con
cartilago articular. El cartilago articular evita el contacto directo de las superficies 6seas opuestas y permite el
movimiento casi sin friccion de los huesos articulares uno con respecto al otro. ComUnmente se observan en
mamiferos dos tipos de defectos del cartilago articular e incluyen defectos de espesor total y de espesor parcial. Los
dos tipos de defectos difieren no sélo en la gravedad de la lesion fisica, sino también en la naturaleza de la
respuesta de reparacién que induce cada tipo de lesién.

Los defectos del cartilago articular de espesor total incluye lesidon del cartilago articular, del tejido 6seo
subcondral subyacente y de la capa calcificada del cartilago situado entre el cartilago articular y el hueso subcondral.
Por lo general, los defectos de espesor total surgen durante un traumatismo grave de la articulaciéon o durante las
Ultimas etapas de las enfermedades articulares degenerativas, por ejemplo, durante la osteoartritis. Dado que el
tejido 6seo subcondral esta inervado y vascularizado, la lesion de este tejido es con frecuencia dolorosa. La reaccion
de reparacién inducida por la lesién del hueso subcondral da por lo general como resultado la formacién de
fibrocartilago en el sitio del defecto de espesor total. Sin embargo, el fibrocartilago carece de las propiedades
biomecanicas del cartilago articular y no persiste en la articulacién a largo plazo.

Los defectos del cartilago articular de espesor parcial se limitan al propio tejido cartilaginoso. Estos defectos
incluyen por lo general fisuras o grietas en la superficie articular del cartilago. Los defectos de espesor parcial se
deben a disposiciones mecanicas de la articulacion que a su vez inducen desgaste del tejido cartilaginoso dentro de
la articulacion. En ausencia de inervacion y vasculatura, los defectos de espesor parcial no inducen respuestas de
reparacion y por lo tanto tienden a no sanar. Aunque indoloros, los defectos de espesor parcial degeneran con
frecuencia en defectos de espesor total.

El cartilago puede desarrollarse de manera anormal o quedar lesionado por una enfermedad, tal como la
artritis reumatoide o la osteoartritis, 0 por un traumatismo, cada uno de los cuales puede conducir a la deformidad
fisica y al debilitamiento. Se lesione el cartilago por un traumatismo o por anomalias congénitas, su regeneracion
clinica exitosa es con frecuencia escasa en el mejor de los casos, segun la revision de Howell, et al. Osteoarthritis:
Diagnosis and Management, 22 edicion, (Filadelfia, W.B. Saunders, 1990) y Kelley, et al. Textbook of Rheumatology,
32 ed., (Filadelfia, W.B. Saunders, 1989).

Las afecciones Oseas también estan muy extendidas. Por ejemplo, existen generalmente dos tipos de
afecciones Oseas: las afecciones Gseas no metabdlicas, tales como las fracturas Oseas, la deformacion
Osealvertebral, osteosarcoma, mieloma, displasia 6sea y escoliosis, y las afecciones 6seas metabdlicas, tales como
la osteoporosis, la osteomalacia, el raquitismo, la osteitis fibrosa, la osteodistrofia renal y la enfermedad 6sea de
Paget. La osteoporosis, una enfermedad ésea metabdlica, es una enfermedad sistémica caracterizada por un
aumento de la fragilidad y la fracturabilidad 6sea debida a una disminuciéon de la masa 6sea y al cambio en la
estructura tisular del hueso fino, incluyendo sus principales sintomas clinicos la cifosis vertebral, y fracturas de los
huesos dorsolumbares, los centros vertebrales, los cuellos femorales, el extremo inferior del radio, las costillas, el
extremo superior del humero, y otros. En el tejido éseo se producen constantemente la formacién y la destruccién
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Oseas debidas a la resorcién 0sea. Al deteriorarse el equilibrio entre la formacién 6sea y la destruccién 6sea debidas
a la resorcidon Osea, se produce una reduccion cuantitativa del hueso. Tradicionalmente, se han utilizado
principalmente supresores de resorcion Osea, tales como estrogenos, calcitonina y bisfosfonatos para tratar la
osteoporosis.

El injerto 6seo se utiliza con frecuencia para tratar afecciones dseas. De hecho, en el mundo desarrollado
se realizan anualmente mas de 1,4 millones de procedimientos de injerto éseo. La mayoria de estos procedimientos
se aplican después de la cirugia de reemplazo articular o durante la reconstruccion quirdrgica tras un traumatismo.
El éxito o el fracaso de injerto 6seo dependen de varios factores que incluyen la vitalidad del sitio del injerto, el
procesamiento del injerto y la compatibilidad inmunitaria del tejido injertado.

En vista de la prevalencia de las afecciones 6seas y cartilaginosas, existe una gran demanda de nuevas
fuentes de tejido 6seo y cartilaginoso para usos terapéuticos, diagnosticos y en investigacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona una poblacion de células homogénea aislada derivada de tejido de corddn
umbilical humano, para su uso en el tratamiento de una afeccién dsea o cartilaginosa, en la que dicha poblacién
celular puede obtenerse mediante digestion enzimatica de tejido de corddén umbilical humano exento de sangre con
una metaloproteasa de matriz, una proteasa neutra y una enzima mucolitica, y en la que dicha poblacién celular es
capaz de autorrenovacion y de proliferacion en cultivo, tiene el potencial de diferenciarse a células de otros
fenotipos, y en la que la poblacion de células:

a) produce cada uno de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, segln se detecta mediante
citometria de flujo; y

b) no produce ninguno de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 o HLA-DR,DP,DQ, segln se detecta mediante
citometria de flujo.

La invencion se refiere en general a células derivadas posparto que se derivan de tejido de cordén umbilical
humano para su uso en el tratamiento de una afeccién dsea o cartilaginosa como se relata en las reivindicaciones. El
tejido de cordon umbilical humano esta exento de sangre y las células son capaces de autorrenovacion y de
proliferacién en cultivo y tienen el potencial de diferenciarse a una célula de los fenotipos osteocito o condrocito.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacion proporciona células derivadas de tejido posparto
humano sustancialmente exentas de sangre, capaces de autorrenovacion y de proliferacién en cultivo, con el
potencial de diferenciarse a una célula de un fenotipo osteogénico o condrogénico; que necesitan L-valina para
crecer; capaces de crecer a una concentracion de oxigeno de entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un
20%; y que tienen adicionalmente al menos una de las siguientes caracteristicas:

produccién de al menos uno de GCP-2, factor tisular, vimentina y alfa actina de musculo liso;

ausencia de produccion de al menos uno de NOGO-A, GRO-alfa o receptor de lipoproteina de baja densidad
oxidada, segun se detecta mediante citometria de flujo;

produccién de al menos uno de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa, PD-L2 y HLA-A,B,C;

ausencia de produccion de al menos uno de CD31, CD34, CD45, CD80, CD86, CD117, CD141, CD178, B7-H2,
HLA-G y HLA-DR,DP,DQ, segln se detecta mediante citometria de flujo;

expresion, que con respecto a una célula humana que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una
célula de médula 6sea de cresta iliaca, estd aumentada para al menos uno de interleucina 8; reticulén 1; ligando
1 de quimiocina (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del crecimiento de melanoma, alfa); ligando 6 de
quimiocina (motivo C-X-C) (proteina 2 quimiotactica para granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C);
factor de necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa, 0 expresion, que con respecto a una célula humana que
es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una célula de médula ésea de cresta iliaca, esta aumentada
para al menos uno de miembro A2 de la superfamilia de lectinas tipo C, tumor de Wilms 1, miembro A2 de la
familia de aldehido deshidrogenasa 1, renina, receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada, proteina
quinasa C zeta, clon IMAGE:4179671, proteina hipotética DKFZp564F013, regulada por disminucion en el cancer
de ovario 1y clon DKFZp547K1113;

expresion, que con respecto a una célula humana que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una
célula de médula 6sea de cresta iliaca, esta reducida para al menos uno de: caja homedtica 2 de la baja
estatura; proteina 2 de choque térmico de 27 kDa; ligando 12 de quimiocina (motivo C-X-C) (factor 1 derivado de
células del estroma); elastina; ADNc DKFZp586M2022 (del clon DKFZp586M2022); caja homeética 2 de
mesénquima; homdlogo 1 de caja homeotica de “sine oculis”; cristalina, alfa B; activador de morfogénesis 2
asociado a “dishevelled”; proteina DKFZP586B2420; similar a neuralin 1; tetranectina; dominio 3 de homologia
con src y rico en cisteinas; gen 1 de translocacion de linfocitos B, antiproliferativa; colesterol 25-hidroxilasa; factor
de transcripcion 3 relacionado con el enanismo; proteina hipotética FLJ23191; receptor de interleucina 11, alfa;
potenciador de procolageno C-endopeptidasa; homaélogo 7 de “frizzled”; gen hipotético BCO08967; colageno, tipo
VIII, alfa 1; tenascina C; proteina de caja homeodtica iroquois 5; hefaestina; integrina, beta 8; glicoproteina 2 de
vesicula sinaptica; ADNc FLJ12280 fis, clon MAMMA1001744; factor 1 similar al receptor de citocinas; canal de
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potasio activado por calcio de conductancia intermedia/baja, subfamilia N, miembro 4; integrina, alfa 7; proteina
DKFZP586L151; coactivador de la transcripcion con motivo de unién a PDZ (TAZ); homélogo 2 de caja
homedtica de “sine oculis”; proteina KIAA1034; respuesta de crecimiento precoz 3; caja homedtica de “distal
less” 5; proteina hipotética FLJ20373; familia 1 de aldo-ceto reductasas, miembro C3 (3-alfa hidroxiesteroide
deshidrogenasa, tipo Il); biglicano; fibronectina 1; proencefalina; integrina, tipo beta 1 (con dominios de repeticion
similares a EGF); clon de ADNc EUROIMAGE 1968422; EphA3; proteina KIAA0367; receptor de péptido
natriurético C/guanilato ciclasa C (receptor del péptido atrial natriurético C); proteina hipotética FLJ14054; ADNc
DKFZp564B222 (del clon DKFZp564B222); proteina de membrana asociada a vesicula 5; proteina 1 de la matriz
extracelular tipo fibulina que contiene EGF; similar a proteina 3 de interaccion con BCL2/adenovirus E1B de
19 kDa; proteina 1 de unién a AE; polipéptido 1 de la subunidad Vlla de la citocromo ¢ oxidasa (musculo);
neuroblastoma, supresion de tumorigenicidad 1; y proteina 2 de union al factor de crecimiento insulinoide,
36 kDa; y

la capacidad de someterse a al menos 40 duplicaciones de la poblacién en cultivo.

La célula derivada posparto de la invencion es una célula derivada de tejido de cordén umbilical. En otras
formas de realizacion de la divulgacion, es una célula derivada de la placenta. En formas de realizacidon especificas,
la célula tiene todas las caracteristicas identificativas de cualquiera de: en formas de realizacion de la divulgacion,
tipo celular PLA 071003 (P8) (numero de registro de la ATCC PTA-6074); tipo celular PLA 071003 (P11) (numero de
registro de la ATCC PTA-6075); tipo celular PLA 071003 (P16) (numero de registro de la ATCC PTA-6079); en
formas de realizacion de la invencion, tipo celular UMB 022803 (P7) (nimero de registro de la ATCC PTA-6067); o
tipo celular UMB 022803 (P17) (nimero de registro de la ATCC PTA-6068). Las células derivadas posparto de la
invencion son células humanas.

Puede inducirse a las células a diferenciarse a un fenotipo osteogénico o condrogénico. Se contemplan
métodos para inducir la diferenciacién de las células derivadas posparto de la invencion. Por ejemplo, puede
inducirse a las células a diferenciarse a una célula con un fenotipo osteogénico o condrogénico. Los métodos para
inducir la diferenciacion de las células de la invencion implican preferentemente exponer las células a uno o0 mas
agentes inductores de la diferenciacion. Los agentes inductores de la osteogénesis incluyen proteinas morfogénicas
Oseas (por ejemplo, BMP-2, BMP-4) y el factor de crecimiento transformante (TGF-betal), y combinaciones de los
mismos. Los agentes inductores de la condrogénesis incluyen TGF-beta3, GDF-5, y una combinacién de los
mismos. La divulgacion incluye las células inducidas a diferenciarse y las poblaciones, composiciones y productos
de las mismas. Las células inducidas a diferenciarse de un linaje osteogénico expresan preferentemente al menos
un marcador de linaje osteogénico (por ejemplo, osteocalcina, sialoproteina 6sea, fosfatasa alcalina). La
diferenciacion de las PPDC a un linaje osteogénico puede evaluarse mediante cualquier medio conocido en la
técnica, por ejemplo pero sin limitarse a, la medicion de la mineralizacién (por ejemplo, tincion de von Kossa). Las
células inducidas a diferenciarse de un linaje condrogénico expresan preferentemente al menos un marcador de
linaje condrogénico (por ejemplo, glicosaminoglicano, colageno de tipo Il). La diferenciacién de las PPDC a un linaje
condrogénico puede evaluarse mediante cualquier medio conocido en la técnica, por ejemplo pero sin limitarse a,
tincion con safranina-O o hematoxilina/eosina.

La invencion proporciona poblaciones de PPDC de la invencion para su uso en el tratamiento de una
afeccion ésea o cartilaginosa. Las PPDC pueden estar inducidas a diferenciarse o estar indiferenciadas. En algunas
formas de realizacion, se mezcla una poblacion de células derivadas posparto con otra poblacién de células. Las
poblaciones de células de la invencion son sustancialmente homogéneas, es decir, comprenden sustancialmente
s6lo PPDC (preferentemente al menos aproximadamente un 96%, 97%, 98%, 99% o mas de PPDC). La poblacion
celular homogénea de la invencion comprende células derivadas de tejido de cordén umbilical. La homogeneidad de
una poblacion celular puede conseguirse mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, mediante
clasificacion de células (por ejemplo, citometria de flujo), separacion con perlas, o mediante proliferacién clonal.

La invencién también proporciona cultivos celulares heterogéneos y homogéneos que contienen las células
derivadas posparto de la invencién.

Algunas formas de realizacién de la invencién proporcionan una matriz para implantar en un paciente en la
gue se han sembrado una o mas células derivadas posparto de la invencion. La matriz puede contener o tratarse
con uno o mas factores bioactivos, incluidos agentes antiapoptoticos (por ejemplo, EPO, mimeticuerpo de la EPO
("EPO mimetibody"), TPO, IGF-I e IGF-Il, HGF, inhibidores de caspasas); antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores
de p38 MAPK, inhibidores de TGF-beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST, TRANILAST,
REMICADE, SIROLIMUS y AINE (farmacos antiinflamatorios no esteroideos, por ejemplo, TEPOXALIN,
TOLMENTIN, SUPROFEN); inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de calcineurina, tales
como ciclosporina, tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS, EVEROLIMUS); antiproliferativos
(por ejemplo, azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona, hidrocortisona);
anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales contra IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab, daclizumab),
anticuerpos policlonales contra linfocitos T (por ejemplo, globulina anti-timocitos (ATG); globulina anti-linfocitos
(ALG); anticuerpo monoclonal contra linfocitos T, OKT3)); antitrombogénicos (por ejemplo, heparina, derivados de
heparina, uroquinasa, PPack (dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona), compuestos antitrombina,
antagonistas de receptores plaquetarios, anticuerpos antitrombina, anticuerpos contra receptores plaquetarios,
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aspirina, dipiridamol, protamina, hirudina, inhibidores de prostaglandinas e inhibidores plaquetarios); y antioxidantes
(por ejemplo, probucol, vitamina A, acido ascorbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutation, L-cisteina, N-acetilcisteina.

También quedan comprendidos dentro del alcance de la divulgacion productos de PPDC, incluidas matrices
extracelulares de PPDC, lisados celulares (por ejemplo, fracciones celulares solubles) de PPDC, y medio
acondicionado para PPDC.

En algunas formas de realizacién, la invencion proporciona composiciones de PPDC y uno o mas factores
bioactivos, por ejemplo, pero no limitados a, factores de crecimiento, factores inductores de la diferenciacién
condrogénica u osteogénica, agentes antiapoptoticos (por ejemplo, EPO, mimeticuerpo de la EPO, TPO, IGF-I e
IGF-II, HGF, inhibidores de caspasas); antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores de p38 MAPK, inhibidores de TGF-
beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST, TRANILAST, REMICADE, SIROLIMUS y AINE (farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, por ejemplo, TEPOXALIN, TOLMENTIN, SUPROFEN);
inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de calcineurina, tales como ciclosporina,
tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS, EVEROLIMUS); antiproliferativos (por ejemplo,
azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona, hidrocortisona); anticuerpos tales
como anticuerpos monoclonales contra IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab, daclizumab), anticuerpos policlonales
contra linfocitos T (por ejemplo, globulina anti-timocitos (ATG); globulina anti-linfocitos (ALG); anticuerpo monoclonal
contra linfocitos T, OKT3)); antitrombogénicos (por ejemplo, heparina, derivados de heparina, uroquinasa, PPack
(dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona), compuestos antitrombina, antagonistas de receptores
plaquetarios, anticuerpos antitrombina, anticuerpos contra receptores plaguetarios, aspirina, dipiridamol, protamina,
hirudina, inhibidores de prostaglandinas e inhibidores plaguetarios); y antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina
A, acido ascorbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutation, L-cisteina, N-acetilcisteina).

Las composiciones farmacéuticas de las células derivadas posparto quedan incluidas dentro del alcance de
la invencion y las composiciones farmacéuticas de matriz extracelular producidas de ese modo, los lisados celulares
de las mismas, y el medio acondicionado para PPDC quedan incluidos dentro del alcance de la divulgacion. Las
composiciones farmacéuticas incluyen preferentemente un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas son preferentemente para tratar afecciones 6seas o cartilaginosas tal como se define
en el presente documento.

La divulgacién proporciona adicionalmente en algunos aspectos métodos de regeneracion de tejido 6seo o
cartilaginoso en un paciente que lo necesita mediante la administracion de las células, matrices o productos de
PPDC de la invencion en un paciente.

La invencion proporciona adicionalmente células derivadas posparto, poblaciones de PPDC, matrices o
composiciones de la invencién para su uso en métodos de tratamiento de una afeccidn 6sea o cartilaginosa en un
paciente. La divulgacion proporciona adicionalmente lisados celulares, una combinacion de lisado celular y matriz
extracelular, o un medio acondicionado de la divulgacién para su uso en métodos de tratamiento de una afeccion
O6sea o cartilaginosa en un paciente. Las PPDC, matrices (por ejemplo, andamiajes), y composiciones de la
invencion pueden utilizarse en el tratamiento de afecciones del tejido 6seo o cartilaginoso, por ejemplo, pero sin
limitarse a, defectos congénitos, fracturas éseas, lesiones o defectos de menisco, deformacién 6seal/vertebral,
osteosarcoma, mieloma, displasia 6sea y escoliosis, osteoporosis, enfermedad periodontal, pérdida 6sea dental,
osteomalacia, raquitismo, osteitis fibrosa, osteodistrofia renal, fusion vertebral, reconstruccion o extraccion de disco
vertebral, enfermedad 6sea de Paget, lesiones de menisco, artritis reumatoide, osteoartritis, o una lesion traumatica
o0 quirargica en el cartilago o hueso.

La invencion también proporciona kits que comprenden las células derivadas posparto de la invencién. Los
kits de la invencién pueden contener adicionalmente al menos un componente de una matriz, un segundo tipo de
célula, un agente hidratante, un sustrato de cultivo celular, un agente inductor de la diferenciacién, medios de cultivo
celular e instrucciones, por ejemplo, para el cultivo de las células o la administracion de las células y/o los productos
celulares.

En algunas formas de realizacion, la divulgacién describe métodos para identificar compuestos que
modulan la condrogénesis o la osteogénesis de una célula derivada posparto, que comprenden poner en contacto
una célula de la invencion con dicho compuesto y realizar el seguimiento de la célula para un marcador de
condrogénesis o de osteogénesis. También se describen métodos para identificar un compuesto téxico contra una
célula derivada posparto de la invencion poniendo en contacto dicha célula con dicho compuesto y realizando el
seguimiento de la supervivencia de dicha célula.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada y
los ejemplos que a continuacion siguen.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION ILUSTRATI VAS

Definiciones
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Los diversos términos utilizados a lo largo de la memoria y en las reivindicaciones se definen como se
expone a continuacion.

Las células madre son células indiferenciadas definidas por su capacidad a nivel de célula individual para
autorrenovarse y diferenciarse para producir células de la progenie, incluidas células progenitoras auto-renovantes,
progenitoras no renovantes y con diferenciacion terminal. Las células madre también se caracterizan por su
capacidad para diferenciarse in vitro a células funcionales de diversos linajes celulares de multiples capas
germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), asi como para dar lugar a tejidos de multiples capas germinales
después del trasplante y para contribuir sustancialmente a la mayoria, si no todos, los tejidos después de inyectarse
en blastocistos.

Las células madre se clasifican por su potencial de desarrollo como: (1) totipotentes - capaces de dar lugar
a todos los tipos de células embrionarias y extraembrionarias; (2) pluripotentes - capaces de dar lugar a todos los
tipos de células embrionarias; (3) multipotentes - capaces de dar lugar a un subconjunto de los linajes celulares, pero
todos dentro de un tejido, érgano o sistema fisioldgico particular (por ejemplo, las células madre hematopoyéticas
(HSC) pueden producir una progenie que incluye HSC (autorrenovacion), progenitoras oligopotentes restringidas a
células sanguineas, y todos los tipos celulares y elementos (por ejemplo, plaguetas) que son componentes normales
de la sangre); (4) oligopotentes - capaces de dar lugar a un subconjunto mas restringido de linajes celulares que las
células madre multipotentes; y (5) unipotentes - capaces de dar lugar a un Unico linaje celular (por ejemplo, células
madre espermatogénicas).

Las células madre también se clasifican en base a la fuente de la que pueden obtenerse. Una célula madre
adulta es generalmente una célula indiferenciada multipotente que se encuentra en tejido que comprende multiples
tipos de células diferenciadas. La célula madre adulta puede renovarse a si misma y, en circunstancias normales,
diferenciarse para producir los tipos especializados de células del tejido del que se origind, y posiblemente otros
tipos de tejidos. Una célula madre embrionaria es una célula pluripotente de la masa celular interna de un embrién
en la etapa de blastocisto. Una célula madre fetal es la que procede de membranas o tejidos fetales. Una célula
madre posparto es una célula multipotente o pluripotente que procede sustancialmente de tejido extraembrionario
disponible después del nacimiento, a saber, la placenta y el cordon umbilical. Se ha descubierto que estas células
poseen rasgos caracteristicos de las células madre pluripotentes, incluidos la proliferacién rapida y el potencial de
diferenciarse a muchos linajes celulares. Las células madre posparto pueden tener origen sanguineo (por ejemplo,
como lo son las obtenidas a partir de sangre de cordén umbilical) o no tener origen sanguineo (por ejemplo, como
las obtenidas a partir de tejidos no sanguineos del cordén umbilical y de la placenta).

El tejido embrionario se define por lo general como un tejido procedente del embrién (que en los seres
humanos se refiere al periodo desde la fertilizacién hasta aproximadamente las seis semanas de desarrollo). La
expresion tejido fetal, se refiere a tejido procedente del feto, que en los seres humanos se refiere al periodo desde
aproximadamente las seis semanas de desarrollo hasta el parto. El tejido extraembrionario es tejido asociado con,
pero no procedente de, el embrion o el feto. Los tejidos extraembrionarios incluyen membranas extraembrionarias
(corion, amnios, saco vitelino y alantoides), cordén umbilical y placenta (que a su vez forma el corion y la decidua
basal materna).

La diferenciacién es el proceso por el cual una célula no especializada ("no comprometida”) o menos
especializada adquiere las caracteristicas de una célula especializada, tal como una célula nerviosa o una célula
muscular, por ejemplo. Una célula diferenciada o inducida a diferenciarse es la que ha asumido una categoria mas
especializada ("comprometida™) dentro del linaje de una célula. El término comprometida, cuando se aplica al
proceso de diferenciacion, se refiere a una célula que ha avanzado en la via de diferenciacién hasta un punto en el
que, en circunstancias normales, continuara hasta diferenciarse a un tipo celular especifico o a un subconjunto de
tipos celulares, y no puede, en circunstancias normales, diferenciarse a un tipo celular diferente o volver a un tipo
celular menos diferenciado. Desdiferenciacion se refiere al proceso por el cual una célula vuelve a una categoria
menos especializada (0 comprometida) dentro del linaje de una célula. Tal como se utiliza en el presente documento,
el linaje de una célula define la herencia de la célula, es decir, de qué células procedia y a qué células puede dar
lugar. El linaje de una célula coloca a la célula dentro de un esquema hereditario de desarrollo y diferenciacion. Un
marcador especifico de linaje se refiere a una caracteristica especificamente asociada con el fenotipo de las células
de un linaje de interés y puede utilizarse para evaluar la diferenciacion de una célula no comprometida al linaje de
interés.

En un sentido amplio, una célula progenitora es una célula que tiene la capacidad de crear progenie mas
diferenciada que ella misma y que sin embargo conserva la capacidad de reabastecer la reserva de progenitoras.
Segun esta definicion, las propias células madre son también células progenitoras, ya que son las precursoras mas
inmediatas hacia las células con diferenciacion terminal. Cuando se hace referencia a las células de la presente
invencién, como se describe con mayor detalle mas adelante, puede utilizarse esta amplia definicion de células
progenitoras. En un sentido mas estricto, una célula progenitora se define con frecuencia como una célula que es
una intermediaria en la via de diferenciacion, es decir, que surge de una célula madre y es una intermediaria en la
produccién de un tipo de célula madura o un subconjunto de tipos celulares. Este tipo de célula progenitora no es
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capaz generalmente de autorrenovarse. Por consiguiente, si se hace referencia en el presente documento a este tipo
de célula, se denominara célula progenitora no renovante o célula precursora o progenitora intermediaria.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién se diferencia a un linaje mesodérmico,
ectodérmico o endodérmico se refiere a una célula que se compromete hasta un linaje mesodérmico, ectodérmico o
endodérmico especifico, respectivamente. Los ejemplos de células que se diferencian a un linaje mesodérmico o
dan lugar a células mesodérmicas especificas incluyen, pero no se limitan a, células que son adipogénicas,
condrogénicas, cardiogénicas, dermatogénicas, hematopoyéticas, hemangiogénicas, miogénicas, nefrogénicas,
urogenitogénicas, osteogénicas, pericardiogénicas o estromales. Los ejemplos de células que se diferencian al linaje
ectodérmico incluyen, pero no se limitan a, células epidérmicas, células neurogénicas y células neurogliagénicas.
Los ejemplos de células que se diferencian al linaje endodérmico incluyen, pero no se limitan a, células pleurigénicas
y células hepatogénicas, células que dan lugar al revestimiento intestinal, y células que dan lugar a células
pancreogénicas y esplacnogénicas.

Los subconjuntos de células derivadas posparto (PPDC) se denominan células derivadas de la placenta
(PDC) de la divulgacion o células derivadas de tejido de cordon umbilical (UDC) de la invencion. Las PPDC de la
invencion son células derivadas de tejido de cordon umbilical. Las PPDC de la invencion abarcan células
indiferenciadas e inducidas a diferenciarse. Ademas, las células pueden describirse como células madre o
progenitoras, utilizandose este Gltimo término en el sentido amplio. El término derivada se utiliza para indicar que las
células se han obtenido a partir de su fuente biolégica y cultivado o manipulado de otra manera in vitro (por ejemplo,
cultivadas en un medio de crecimiento para aumentar la poblacién y/o para producir una linea celular). Las
manipulaciones in vitro de células derivadas posparto y las caracteristicas Unicas de las células derivadas posparto
de la presente invencion se describen detalladamente mas adelante.

Se utilizan diversos términos para describir las células en cultivo. Cultivo celular se refiere generalmente a
células sacadas de un organismo vivo, y cultivadas en condiciones controladas ("en cultiva"). Un cultivo de células
primarias es un cultivo de células, tejidos u 6rganos sacados directamente de los organismos y antes del primer
subcultivo. Las células se hacen proliferar en cultivo cuando se colocan en un medio de crecimiento en condiciones
que facilitan el crecimiento y/o la divisiéon celular, lo que da como resultado una mayor poblacién de las células.
Cuando las células se hacen proliferar en cultivo, la velocidad de proliferacion celular se mide a veces por la
cantidad de tiempo necesario para duplicar el nimero de células. Esto se conoce como tiempo de duplicacion.

Una linea celular es una poblacion de células formada por uno o mas subcultivos de un cultivo celular
primario. Cada ronda de subcultivo se conoce como pase. Cuando se subcultivan las células, se dice que han sido
sometidas a pases. Una poblacion de células, o una linea celular, especifica es conocida o se caracteriza a veces
por el nimero de veces que ha sido sometida a pases. Por ejemplo, una poblacion celular cultivada que se ha
sometido a pases diez veces puede denominarse cultivo P10. El cultivo primario, es decir, el primer cultivo tras el
aislamiento de las células a partir del tejido, se denomina PO. Después del primer subcultivo, las células se describen
como cultivo secundario (P1 o pase 1). Después del segundo subcultivo, las células se convierten en un cultivo
terciario (P2 o pase 2), y asi sucesivamente. Los expertos en la materia entenderan que puede haber muchas
duplicaciones de la poblacion durante el periodo de pases; por lo tanto, el nUmero de duplicaciones de la poblacion
de un cultivo es superior al nUmero de pases. La proliferacion de las células (es decir, el nimero de duplicaciones de
la poblacion) durante el periodo entre pases depende de muchos factores, incluidos pero no limitados a la densidad
de siembra, el sustrato, el medio y el tiempo entre pases.

Un medio acondicionado es un medio en el que se ha cultivado una célula o poblacién de células especifica
y, a continuacion, se ha sacado. Aunque las células se cultivan en el medio, secretan factores celulares que pueden
proporcionar soporte tréfico a otras células. Tales factores troficos incluyen, pero no se limitan a, hormonas,
citocinas, matriz extracelular (ECM), proteinas, vesiculas, anticuerpos y granulos. El medio que contiene los factores
celulares es el medio acondicionado.

En general, un factor tréfico se define como una sustancia que promueve la supervivencia, el crecimiento, la
proliferacién, la maduracion, la diferenciacion y/o el mantenimiento de una célula, o estimula el aumento de la
actividad de una célula.

Cuando se hace referencia a las células cultivadas de vertebrados, el término senescencia (también
senescencia replicativa o senescencia celular) se refiere a una propiedad atribuible a los cultivos celulares finitos; a
saber, su incapacidad para crecer mas alla de un nimero finito de duplicaciones de la poblacion (a veces conocido
como limite de Hayflick). Aunque la senescencia celular se describié por primera vez utilizando células tipo
fibroblasto, la mayoria de los tipos celulares humanos normales que pueden desarrollarse con éxito en cultivo
experimentan senescencia celular. La longevidad in vitro de los diferentes tipos celulares varia, pero la longevidad
maxima es por lo general inferior a 100 duplicaciones de la poblacion (este es el niumero de duplicaciones para que
todas las células del cultivo se vuelvan senescentes y por lo tanto hagan al cultivo incapaz de dividirse). La
senescencia no depende del tiempo cronolégico, sino mas bien se mide por el nimero de divisiones celulares, o
duplicaciones de la poblacion, que ha experimentado el cultivo. Por lo tanto, las células que se hacen quiescentes
eliminando los factores de crecimiento esenciales son capaces de reanudar el crecimiento y la divisién cuando se
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reintroducen los factores de crecimiento, y, posteriormente, llevar a cabo el mismo nimero de duplicaciones que las
células equivalentes que se han desarrollado continuamente. Asimismo, cuando las células se congelan en
nitrégeno liquido después de diversos nimeros de duplicaciones de la poblacién y, a continuacion, se descongelan y
cultivan, experimentan sustancialmente el mismo numero de duplicaciones que las células mantenidas no
congeladas en cultivo. Las células senescentes no son células muertas o moribundas; en realidad son resistentes a
la muerte celular programada (apoptosis), y se han mantenido en su estado de no division durante hasta tres afios.
Estas células estan realmente vivas y son metabdlicamente activas, pero no se dividen. Adn no se ha descubierto
que el estado de no division de las células senescentes sea reversible mediante ningln agente biolégico, quimico o
el viral.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién Medio de crecimiento se refiere a un medio de
cultivo suficiente para que proliferen las células derivadas posparto. El medio de cultivo del Medio de crecimiento
contiene preferentemente medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM). Méas preferentemente, el Medio de
crecimiento contiene glucosa. El Medio de crecimiento contiene preferentemente DMEM con bajo contenido de
glucosa (DMEM-LG) (Invitrogen, Carlsbad, CA). El Medio de crecimiento contiene preferentemente suero a
aproximadamente el 15% (v/v) (por ejemplo, suero bovino fetal, suero bovino definido). EI Medio de crecimiento
contiene preferentemente al menos un antibiético y/o un antimicético (por ejemplo, penicilina, estreptomicina,
anfotericina B, gentamicina, nistatina, preferentemente, 50 unidades/mililitro de penicilina G sdédica y 50
microgramos/mililitro de sulfato de estreptomicina). EI Medio de crecimiento contiene preferentemente
2-mercaptoetanol (Sigma, St. Louis, MO). Lo mas preferentemente, el Medio de crecimiento contiene DMEM con
bajo contenido de glucosa, suero, 2-mercaptoetanol y un antibiético.

Tal como se utiliza en el presente documento, condiciones de crecimiento normales se refiere a las
condiciones atmosféricas normales que comprenden CO; a aproximadamente el 5%, una temperatura de
aproximadamente 35°C-39°C, mas preferentemente 37°C, y una humedad relativa de aproximadamente el 100%.

El término aislado se refiere a una célula, a un componente celular o a una molécula que se ha sacado de
su entorno original.

El término aproximadamente se refiere a una aproximacion de un valor indicado dentro de un intervalo de
+10%.

Afeccién (o lesion o enfermedad) 6sea es una expresion incluyente que abarca afecciones, trastornos o
enfermedades 6seas agudas y cronicas, y metabdlicas y no metabdlicas. La expresién abarca las afecciones
debidas a enfermedad o traumatismo o a la incapacidad del tejido para desarrollarse normalmente. Los ejemplos de
afecciones 6seas incluyen, pero no se limitan a, defectos 6seos congénitos, fracturas 6seas, lesiones o defectos del
menisco, deformacion 6sealvertebral, osteosarcoma, mieloma, displasia 6sea y escoliosis, osteoporosis, enfermedad
periodontal, pérdida 6sea dental, osteomalacia, raquitismo, osteitis fibrosa, osteodistrofia renal, fusién vertebral,
reconstruccion o extraccion de disco vertebral, y la enfermedad 6sea de Paget.

Afeccién (o lesion o enfermedad) cartilaginosa es una expresion incluyente que abarca afecciones,
trastornos o enfermedades, agudas y crénicas, del cartilago. La expresién abarca afecciones que incluyen, pero no
se limitan a, defectos congénitos, lesiones de menisco, artritis reumatoide, osteoartritis, 0 una lesién traumatica o
quirdrgica en el cartilago.

La expresion tratar (o tratamiento de) una afeccidn 6sea o cartilaginosa se refiere a mejorar los efectos de,
o retrasar, detener o revertir la evolucion de, o retrasar o prevenir la aparicion de, una afeccion 6sea o cartilaginosa
tal como se define en el presente documento.

La expresion cantidad eficaz se refiere a una concentracion de un reactivo o composicion farmacéutica, tal
como un factor de crecimiento, un agente de diferenciacién, un factor tréfico, una poblacion celular u otro agente,
que es eficaz para producir un resultado deseado, incluido el crecimiento celular y/o la diferenciacién in vitro o in
vivo, o el tratamiento de una afecciéon ésea o cartilaginosa tal como se describe en el presente documento. Con
respecto a los factores de crecimiento, una cantidad eficaz puede variar de aproximadamente 1 nanogramo/mililitro a
aproximadamente 1 microgramo/mililitro. Con respecto a las PPDC como se administran a un paciente in vivo, una
cantidad eficaz puede variar de tan solo varios cientos o menos, hasta varios millones o mas. En formas de
realizacién especificas, una cantidad eficaz puede variar de 10%-10™. Se entendera que el numero de células a
administrar variara dependiendo de las caracteristicas especificas del trastorno a tratar, incluidas, pero no limitadas
al tamafio o volumen/superficie total a tratar, asi como la proximidad del sitio de administracién a la situacion de la
zona a tratar, entre otros factores familiares para el biélogo médico.

Las expresiones periodo (o tiempo) eficaz y condiciones eficaces se refieren a un periodo de tiempo o de
otras condiciones controlables (por ejemplo, temperatura, humedad para los métodos in vitro), necesarias o
preferentes para que un agente o composicion farmacéutica consiga su resultado previsto.
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El término paciente o sujeto se refiere a animales, incluidos mamiferos, preferentemente seres humanos,
que son tratados con las composiciones farmacéuticas o segln los métodos descritos en el presente documento.

El término matriz tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un soporte para las PPDC de la
invencion, por ejemplo, un andamiaje (por ejemplo, VICRYL, PCL/PGA o RAD16) o medio de soporte (por ejemplo,
hidrogel, proteina de membrana extracelular (por ejemplo, MATRIGEL (BD Discovery Labware, Bedford, MA)).

La expresion vehiculo (o medio) farmacéuticamente aceptable, que puede utilizarse indistintamente con la
expresion vehiculo o medio biolégicamente compatible, se refiere a reactivos, células, compuestos, materiales,
composiciones y/o formas de dosificacién que son, dentro del alcance del criterio médico, adecuados para utilizarse
en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otra
complicaciéon acorde con una relacion beneficio/riesgo razonable. Como se describe con mayor detalle en el
presente documento, los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para utilizarse en la presente
invencion incluyen materiales liquidos, semisolidos (por ejemplo, geles) y sélidos (por ejemplo, andamiajes
celulares). Tal como se utiliza en el presente documento, el término biodegradable describe la capacidad de un
material para descomponerse (por ejemplo, degradarse, erosionarse, disolverse) in vivo. El término incluye la
degradacion in vivo con o sin la eliminacién (por ejemplo, mediante resorcion) desde el cuerpo. Los materiales
semisolidos y soélidos pueden disefarse para que resistan la degradacion dentro del cuerpo (no biodegradables) o
pueden disefiarse para que se degraden dentro del cuerpo (biodegradables, bioerosionables). Un material
biodegradable puede ser ademas biorreabsorbible o bioabsorbible, es decir, puede disolverse y absorberse en los
liquidos corporales (los implantes solubles en agua son un ejemplo), o degradarse vy, finalmente, eliminarse del
cuerpo, ya sea por conversion en otros materiales o por la descomposicion y eliminacion a través de vias naturales.

En el presente documento se utilizan varios términos con respecto a la terapia de reemplazo celular. Las
expresiones transferencia autéloga, trasplante autélogo, autoinjerto y similares se refieren a tratamientos en los que
el donante de células es también el destinatario de la terapia de reemplazo celular. Las expresiones transferencia
alogénica, trasplante alogénico, aloinjerto y similares se refieren a tratamientos en los que el donante de células es
de la misma especie que el receptor de la terapia de reemplazo celular, pero no es el mismo individuo. Una
transferencia de células en la que las células del donante han sido coincidentes en histocompatibilidad con un
receptor se conoce a veces como transferencia singénica. Las expresiones transferencia xenogénica, trasplante
Xenogénico, xenoinjerto y similares se refieren a tratamientos en los que el donante de células es de una especie
diferente a la del destinatario de la terapia de reemplazo celular.

En el presente documento se utilizan las siguientes abreviaturas:

ANG2 (0 Ang2) por angiopoyetina 2;

APC por células presentadoras de antigeno;

BDNF por factor neurotréfico derivado del cerebro;

bFGF por factor de crecimiento de fibroblastos basico;

bid (BID) por "bis in die" (dos veces al dia);

BSP por sialoproteina 6sea;

CK18 por citoqueratina 18;

Ligando 3 de CXC por ligando 3 del receptor de quimiocinas;
DAPI por 4'-6-Diamidino-2-fenilindol-2HCI;

DMEM por medio esencial minimo de Dulbecco;

DMEM:lg (o DMEM:Lg, DMEM:LG) por DMEM con bajo contenido de glucosa;
EDTA por acido etilendiaminotetraacético;

EGF (o0 E) por factor de crecimiento epidérmico;

EPO por eritropoyetina;

FACS por clasificacion de células activadas por fluorescencia;
FBS por suero bovino fetal;

FGF (o F) por factor de crecimiento de fibroblastos;

GCP-2 por proteina 2 quimiotactica para granulocitos;

GDF-5 por factor 5 de crecimiento y diferenciacion;

GFAP por proteina acida fibrilar de la glia;

HB-EGF por factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina,;
HCAEC por células endoteliales de la arteria coronaria humana;
HGF por factor de crecimiento de hepatocitos;

hMSC por células madre mesenquimales humanas;

HNF-1alfa por factor de transcripcion especifico de hepatocitos;
HUVEC por células endoteliales de vena umbilical humana;
1309 por una quimiocina y el ligando para el receptor CCR8 y es responsable de la quimioatraccion de linfocitos T
de tipo TH2;

IGF por factor de crecimiento insulinoide;

IL-6 por interleucina 6;

IL-8 por interleucina 8;
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K19 por queratina 19;

K8 por queratina 8;

KGF por factor de crecimiento de queratinocitos;

MCP-1 por proteina 1 quimiotactica para monocitos;

MDC por quimiocina derivada de macréfagos;

MIP1alfa por proteina inflamatoria de macréfagos lalfa;
MIP1beta por proteina inflamatoria de macréfagos 1beta;
MMP por metaloproteasa de matriz (MMP);

MSC por células madre mesenquimales;

NHDF por fibroblastos dérmicos humanos normales;

NPE por medios para la proliferacion de progenitoras neurales;
OXLDLR por receptor de lipoproteina de baja densidad oxidada;
PBMC por células mononucleares de sangre periférica;
PBS por solucién salina tamponada con fosfato;

PDC por célula derivada de la placenta;

PDGF-bb por factor de crecimiento plaquetario;

PDGFr-alfa por receptor alfa del factor de crecimiento plaquetario;
PD-L2 por ligando de muerte programada 2;

PE por ficoeritrina;

PO por "per 0s" (por via oral);

PPDC por célula derivada posparto;

Rantes (0 RANTES) por expresada y secretada por el linfocito T normal en funcién de su grado de activacion;
rb por conejo;

rh por humana recombinante;

SC por via subcutanea;

SCID por inmunodeficiencia combinada grave;

SDF-1alfa por factor derivado de células del estroma 1lalfa;
SHH por Sonic Hedgehog;

SMA por actina de musculo liso;

SOP por procedimiento normalizado de trabajo;

TARC por quimiocina regulada por el timo y por activacion;
TCP por pléastico de cultivo tisular;

TGFbeta2 por factor de crecimiento transformante beta2;
TGFbeta-3 por factor de crecimiento transformante beta-3;
TIMP1 por inhibidor tisular de metaloproteinasa de matriz 1;
TPO por trombopoyetina;

TuJ1 por BllI-tubulina;

UDC por célula derivada de tejido de cordén umbilical;
VEGF por factor de crecimiento del endotelio vascular;
VWEF por factor de von Willebrand; y

alfaFP por alfa-fetoproteina.

Descripcion

En un aspecto, la invencion proporciona una poblacién de células homogénea aislada derivada de tejido de
cordén umbilical humano, para su uso en el tratamiento de una afeccion 6sea o cartilaginosa, en la que dicha
poblacién celular puede obtenerse mediante digestion enzimatica de tejido de cordon umbilical humano exento de
sangre con una metaloproteasa de matriz, una proteasa neutra y una enzima mucolitica, y en la que dicha poblacion
celular es capaz de autorrenovacion y de proliferacion en cultivo, tiene el potencial de diferenciarse a células de
otros fenotipos, y en la que la poblacion de células:

a) produce cada uno de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, segln se detecta mediante
citometria de flujo; y

b) no produce ninguno de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 o HLA-DR,DP,DQ, segun se detecta mediante
citometria de flujo. Las células son capaces de autorrenovacion y de proliferacion en cultivo. Las células
derivadas posparto tienen el potencial de diferenciarse a células de otros fenotipos. Las células se derivan de
corddn umbilical, en vez de sangre de cordén umbilical. La divulgacion también describe células que se derivan
de tejido placentario.

Las células se han caracterizado en cuanto a varias de sus propiedades celulares, genéticas, inmunitarias y
bioquimicas. Por ejemplo, las células se han caracterizado por su crecimiento mediante sus marcadores de
superficie celular, por su expresién génica, por su capacidad para producir determinados factores tréficos
bioquimicos, y por sus propiedades inmunitarias.

Derivacién y proliferacion de células derivadas pos parto (PPDC)
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Segun los métodos descritos en el presente documento, se recupera un cordén umbilical humano al
finalizar o poco después de finalizar cualquiera de un embarazo a término o prematuro, por ejemplo, después de la
expulsion tras el nacimiento. Puede obtenerse tejido posparto de cualquier embarazo completo, a término o sin llegar
a término, ya sea un parto vaginal o por otros medios, por ejemplo, por cesarea. El tejido posparto puede
transportarse desde el lugar del nacimiento hasta un laboratorio en un recipiente estéril, tal como un matraz, vaso de
precipitados, placa de cultivo o bolsa. El recipiente puede tener una solucién o medio, incluido pero no limitado a,
una solucioén salina, tal como, por ejemplo, medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) o solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), o cualquier solucién utilizada para el transporte de 6rganos para trasplante, tales
como solucion perfluorada o solucion de la Universidad de Wisconsin. Pueden afiadirse al medio o tampén uno o
mas antibidticos y/o antimicéticos, tales como pero no limitados a, penicilina, estreptomicina, anfotericina B,
gentamicina y nistatina. El tejido posparto puede aclararse con una solucién anticoagulante tal como una solucién
gue contenga heparina. Es preferente mantener el tejido a aproximadamente 4°C-10°C antes de la extraccion de las
PPDC. Es aun mas preferente no congelar el tejido antes de la extraccion de las PPDC.

El aislamiento de las PPDC se produce preferentemente en un ambiente aséptico. Preferentemente, la
sangre y los desechos se eliminan del tejido posparto antes del aislamiento de las PPDC. Por ejemplo, el tejido
posparto puede lavarse con una solucion tampon, tal como pero no limitada a, solucién salina tamponada con
fosfato. El tampdn de lavado puede comprender también uno o mas antimicoticos y/o antibiéticos, tales como, pero
sin limitarse a, penicilina, estreptomicina, anfotericina B, gentamicina y nistatina.

En algunos aspectos de la invencion, los diferentes tipos celulares presentes en el tejido posparto se
fraccionan en subpoblaciones de las que pueden aislarse las PPDC. Esto puede lograrse mediante técnicas de
separacion celular incluidas, pero no limitadas a, tratamiento enzimatico para disociar el tejido posparto en sus
células componentes, seguido de clonacién y seleccion de tipos celulares especificos, por ejemplo pero sin limitarse
a, seleccion en base a marcadores morfologicos y/o bioquimicos; crecimiento selectivo de las células deseadas
(seleccidn positiva), destruccion selectiva de las células no deseadas (seleccién negativa); separacion en base a la
capacidad de aglutinacion celular diferencial en la poblacién mixta como, por ejemplo, con aglutinina de soja;
procedimientos de congelacion-descongelacion; propiedades de adherencia diferencial de las células en la poblacion
mixta; filtracion; centrifugacion convencional y zonal; elutriacién centrifuga (centrifugacién contracorriente);
separacion a gravedad unitaria; distribucion contracorriente; electroforesis; y citometria de flujo, por ejemplo,
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

En una forma de realizacion preferente de la divulgacion, el tejido posparto que comprende una placenta
completa o un fragmento o seccién de la misma se desagrega mediante fuerza mecanica (trituracién o fuerzas de
cizalla), digestion enziméatica con enzimas proteoliticas individuales o combinatorias, tal como una metaloproteasa de
matriz y/o una proteasa neutra, por ejemplo, colagenasa, tripsina, dispasa, LIBERASE (Boehringer Mannheim Corp.,
Indianapolis, IN), hialuronidasa y/o pepsina, o una combinacion de métodos mecéanicos y enzimaticos. Por ejemplo,
el componente celular del tejido posparto puede desagregarse mediante métodos que utilizan la disociacion con
colagenasa. Los métodos de digestion enziméatica emplean preferentemente una combinacién enzimatica, tal como
una combinacion de una metaloproteasa de matriz y una proteasa neutra. La metaloproteasa de matriz es
preferentemente una colagenasa. La proteasa neutra es preferentemente termolisina o dispasa, y lo mas
preferentemente, es dispasa. Mas preferentemente, la digestion enzimatica del tejido posparto utiliza una
combinacién de una metaloproteasa de matriz, una proteasa neutra y una enzima mucolitica para la digestion del
acido hialuronico, tal como una combinacién de colagenasa, dispasa y hialuronidasa o una combinacion de
LIBERASE (Boehringer Mannheim Corp., Indianapalis, IN) y hialuronidasa. La colagenasa puede ser de tipo 1, 2, 36
4. Otras enzimas conocidas en la técnica para el aislamiento de células incluyen papaina, desoxirribonucleasas,
serin-proteasas, tales como tripsina, quimotripsina o elastasa, que pueden utilizarse en solitario o en combinacion
con otras enzimas tales como metaloproteasas de matriz, enzimas mucoliticas y proteasas neutras. Las serin-
proteasas se utilizan preferentemente de manera consecutiva después del uso de otras enzimas. La temperatura y el
periodo de tiempo que los tejidos o las células estan en contacto con las serin-proteasas son especialmente
importantes. Las serin-proteasas pueden ser inhibidas por la alfa-2 microglobulina sérica y, por tanto, el medio
utilizado para la digestion carece normalmente de suero. En los procedimientos de digestién enzimatica se utilizan
comunmente EDTA y ADNsa para aumentar la eficacia de la recuperacion celular. El grado de dilucién de la
digestion también puede afectar en gran medida el rendimiento celular, ya que las células pueden quedar atrapadas
dentro del producto digerido viscoso. Las series de combinaciones enzimaticas LIBERASE (Boehringer Mannheim
Corp., Indianapolis, IN) Blendzyme (Roche) son muy Utiles y pueden utilizarse en los métodos de la presente
invencion. Se conocen otras fuentes de enzimas, y el experto en la materia también pueden obtener tales enzimas
directamente de sus fuentes naturales. El experto en la materia también esta preparado para evaluar enzimas o
combinaciones enzimaticas nuevas o adicionales por su utilidad en el aislamiento de las células de la invencion. Los
tratamientos enzimaticos preferentes tienen 0,5 horas, 1 hora, 1,5 horas 6 2 horas de duracién, o mas. En las formas
de realizacion mas preferentes, el tejido se incuba a 37°C durante el tratamiento enzimatico de la etapa de
disgregacion.

En cierta forma de realizacion de la divulgacion, el tejido posparto que comprende el cordén umbilical y la

placenta puede utilizarse sin separacién. Como alternativa, el cordéon umbilical puede separarse de la placenta
mediante cualquier medio conocido en la técnica. En algunas formas de realizacion de la invencién, el tejido
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posparto se separa en dos 0 mas secciones, tales como el cordén umbilical y la placenta. En algunas formas de
realizacién de la divulgacion, el tejido placentario se separa en dos 0 mas secciones, consistiendo cada seccién
predominantemente en el elemento neonatal, neonatal y materno, o materno. A continuacién, las secciones
separadas se disocian mediante disociacion mecéanica y/o enzimatica segun los métodos descritos en el presente
documento. Las células de linaje neonatal o materno pueden identificarse mediante cualquier medio conocido en la
técnica, por ejemplo, mediante andlisis del cariotipo o hibridacién in situ para el cromosoma Y. También puede
utilizarse el analisis del cariotipo para identificar las células con cariotipo normal.

Las células aisladas o los tejidos posparto a partir de los que se cultivan las PPDC pueden utilizarse para
iniciar, 0 sembrar, cultivos celulares. Las células se transfieren a recipientes estériles de cultivo tisular no recubiertos
o recubiertos con matriz extracelular o ligandos tales como laminina, colageno, gelatina, fibronectina, ornitina,
vitronectina, y proteina de membrana extracelular (por ejemplo, MATRIGEL (BD Discovery Labware, Bedford, MA)).
Las PPDC se cultivan en cualquier medio de cultivo capaz de sustentar el crecimiento de las células, tales como,
pero sin limitarse a, DMEM (con alto o bajo contenido de glucosa), medio basal de Eagle, medio F10 de Ham (F10),
medio F-12 de Ham (F12), medio de Dulbecco modificado por Iscove, medio de crecimiento de células madre
mesenquimales (MSCGM), DMEM/F12, RPMI 1640, Advanced DMEM (Gibco), DMEM/MCDB201 (Sigma), y CELL-
GRO FREE. El medio de cultivo puede complementarse con uno o mas componentes incluidos, por ejemplo, suero
(por ejemplo, suero bovino fetal (FBS), preferentemente aproximadamente al 2%-15% (v/v); suero equino (ES);
suero humano (HS)); beta-mercaptoetanol (BME), preferentemente aproximadamente al 0,001% (v/v); uno o mas
factores de crecimiento, por ejemplo, factor de crecimiento plaquetario (PDGF), factor de crecimiento insulinoide 1
(IGF-1), factor inhibidor de la leucemia (LIF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
fibroblastos béasico (bFGF), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y eritropoyetina (EPO); aminoacidos,
incluida L-valina; y uno o mas antibiéticos y/o antimicéticos para controlar la contaminacion microbiana, tales como,
por ejemplo, penicilina G, sulfato de estreptomicina, anfotericina B, gentamicina y nistatina, en solitario o en
combinacién. El medio de cultivo comprende preferentemente Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de
glucosa, suero, BME, un antimicético y un antibiético).

Las células se siembran en recipientes de cultivo a una densidad que permita el crecimiento celular. En una
forma de realizacién preferente, las células se cultivan a una concentracion entre aproximadamente un O por ciento y
aproximadamente un 5 por ciento en volumen de CO; en el aire. En algunas formas de realizacién preferentes, las
células se cultivan a una concentracion entre aproximadamente un 2 por ciento y aproximadamente un 25 por ciento
de Oz en el aire, preferentemente entre aproximadamente un 5 por ciento y aproximadamente un 20 por ciento de O
en el aire. Las células se cultivan preferentemente entre aproximadamente 25°C y aproximadamente 40°C, mas
preferentemente entre aproximadamente 35°C y aproximadamente 39°C, y mas preferentemente se cultivan a 37°C.
Las células se cultivan preferentemente en una incubadora. EI medio en el recipiente de cultivo puede ser estatico o
agitado, por ejemplo, mediante un biorreactor. Las PPDC se cultivan preferentemente en condiciones de bajo estrés
oxidativo (por ejemplo, con la adicion de glutatién, acido ascorbico, catalasa, tocoferol, N-acetilcisteina). "Bajo estrés
oxidativo", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a condiciones de dafio nulo o minimo por
radicales libres a las células cultivadas.

En la técnica se conocen métodos para la seleccién del medio de cultivo, la preparacion del medio y las
técnicas de cultivo celular méas apropiados y se describen en diversas fuentes, incluidas Doyle et al., (eds.), 1995,
CELL & TISSUE CULTURE: LABORATORY PROCEDURES, John Wiley & Sons, Chichester; y Ho y Wang (eds.),
1991, ANIMAL CELL BIOREACTORS, Butterworth-Heinemann, Boston.

El medio de cultivo se cambia segln sea necesario, por ejemplo, aspirando cuidadosamente el medio
desde la placa, por ejemplo, con una pipeta, y reponiéndolo con medio recién preparado. Se sigue incubando hasta
gue se acumula en la placa un nimero o densidad suficiente de células. Las secciones de tejido explantado original
pueden sacarse y las células restantes tripsinizarse mediante técnicas convencionales o mediante un raspador de
células. Después de la tripsinizacion, se recogen las células, se llevan a un medio recién preparado y se incuban
como se ha indicado anteriormente. En algunas formas de realizacién, el medio se cambia al menos una vez
aproximadamente a las 24 horas post-tripsinizacion para eliminar las células flotantes. Se considera que las células
que quedan en el cultivo son PPDC.

Después de cultivar las células o fragmentos de tejido durante un periodo de tiempo suficiente, las PPDC
se habran multiplicado, ya sea como resultado de la migracién desde el tejido posparto o a la divisién celular, o
ambos. En algunas formas de realizacion de la invencion, las PPDC se pasan, o se llevan a un recipiente de cultivo
distinto que contiene medio recién preparado del mismo tipo o de un tipo diferente al utilizado inicialmente, en el que
la poblacién de células puede hacerse proliferar por mitosis. Las PPDC se pasan preferentemente hasta
aproximadamente el 100% de confluencia, mas preferentemente de aproximadamente el 70% a aproximadamente el
85% de confluencia. Un experto en la materia entiende el limite inferior de confluencia para el pase. Las células
derivadas de la placenta de la divulgacién pueden utilizarse desde el primer subcultivo (pase 0) hasta la
senescencia. El nimero de pases preferente es el que produce un numero de células suficiente para una
determinada aplicacion. En determinadas formas de realizacion, las células se pasan de 2 a 25 veces,
preferentemente de 4 a 20 veces, mas preferentemente de 8 a 15 veces, mas preferentemente 10 u 11 veces, y lo
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mas preferentemente 11 veces. Puede realizarse la clonacién y/o subclonacién para confirmar que se ha aislado una
poblacién clonal de células.

Las células de la invencion pueden crioconservarse y/o almacenarse antes de su uso.
Caracterizacion de las PPDC

Las PPDC pueden caracterizarse, por ejemplo, por las caracteristicas de crecimiento (por ejemplo,
capacidad de duplicacién de la poblacion, tiempo de duplicacion, pases hasta la senescencia), el andlisis del
cariotipo (por ejemplo, cariotipo normal; linaje materno o neonatal), citometria de flujo (por ejemplo, analisis FACS),
inmunohistoquimica y/o inmunocitoquimica (por ejemplo, para la deteccion de epitopos incluidos, pero no limitados
a, vimentina, desmina, alfa actina de musculo liso, citoqueratina 18, factor de von Willebrand, CD34, GROalfa, GCP-
2, receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada y NOGO-A), los perfiles de expresiéon génica (por ejemplo,
matrices génicas; reaccion en cadena de la polimerasa (por ejemplo, PCR con transcriptasa inversa, PCR en tiempo
real y PCR convencional)), matrices de proteinas, secrecion de proteinas (por ejemplo, mediante ensayo de
coagulaciéon de plasma o analisis de medio acondicionado para PPDC, por ejemplo, mediante ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)), analisis de anticuerpos (por ejemplo, ELISA; tinciéon con anticuerpos
para marcadores de superficie celular incluidos, pero no limitados a, CD10, CD13, CD31, CD34, CD44, CD45, CD73,
CD80, CD86, CD90, CD117, CD141, CD178, receptor alfa del factor de crecimiento plaquetario (PDGFr-alfa),
antigenos HLA de clase | (HLA-A, HLA-B, HLA-C), antigenos HLA de clase Il (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR), B7-H2, y
PD-L2), reaccion linfocitaria mixta (por ejemplo, como medida de la estimulacion de las PBMC alogénicas), y/u otros
métodos conocidos en la técnica.

Las PPDC pueden someterse a al menos 40 duplicaciones de la poblacién en cultivo. La duplicacion de la
poblacién puede calcularse como [In(células finales/células iniciales)/In 2]. El tiempo de duplicacion puede calcularse
como (tiempo en cultivo (h)/duplicacion de la poblacién).

Las PPDC indiferenciadas producen preferentemente al menos uno de NOGO-A, GCP-2, factor tisular,
vimentina y alfa actina de musculo liso; resultan mas preferentes las células que producen cada uno de GCP-2,
factor tisular, vimentina y alfa actina de musculo liso. En algunas formas de realizacion, las PPDC producen dos,
tres, cuatro o cinco de estos factores.

En algunas formas de realizacion, las PPDC no producen al menos uno de NOGO-A, GRO-alfa o receptor
de lipoproteina de baja densidad oxidada, segun se detecta mediante citometria de flujo. En algunas formas de
realizacién, las PPDC no producen al menos dos o tres de estos factores.

Las PPDC de la divulgacion pueden comprender al menos un marcador de superficie celular de CD10,
CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa, PD-L2 y HLA-A,B,C. Las PPDC de la invencién producen cada uno de estos
marcadores de superficie. Las PPDC de la divulgacion pueden caracterizarse por la ausencia de produccion de al
menos uno de CD31, CD34, CD45, CD80, CD86, CD117, CD141, CD178, B7-H2, HLA-G y HLA-DR,DP,DQ, como
se detecta mediante citometria de flujo. Las PPDC preferentemente no producen ninguno de estos marcadores de
superficie.

En algunas formas de realizacion, las PPDC presentan expresion que, con respecto a una célula humana
gue es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una célula de médula 6sea de cresta iliaca, esta aumentada
para al menos uno de interleucina 8; reticulon 1; ligando 1 de quimiocina (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento de melanoma, alfa); ligando 6 de quimiocina (motivo C-X-C) (proteina 2 quimiotactica para granulocitos);
ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C); y factor de necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa; o al menos uno de
miembro A2 de la superfamilia de lectinas tipo C, tumor de Wilms 1, miembro A2 de la familia de aldehido
deshidrogenasa 1, renina, receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada, proteina quinasa C zeta, clon
IMAGE:4179671, proteina hipotética DKFZp564F013, regulada por disminuciéon en el cancer de ovario 1 y clon
DKFZp547K1113. Las PPDC preferentes expresan, con respecto a una célula humana que es un fibroblasto, una
célula madre mesenquimal o una célula de médula ésea de cresta iliaca, niveles aumentados de interleucina 8;
reticulén 1; ligando 1 de quimiocina (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del crecimiento de melanoma, alfa);
ligando 6 de quimiocina (motivo C-X-C) (proteina 2 quimiotactica para granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo
C-X-C); y factor de necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa; o niveles aumentados de miembro A2 de la
superfamilia de lectinas tipo C, tumor de Wilms 1, miembro A2 de la familia de aldehido deshidrogenasa 1, renina,
receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada, proteina quinasa C zeta, clon IMAGE:4179671, proteina
hipotética DKFZp564F013, regulada por disminucién en el cancer de ovario 1 y clon DKFZp547K1113. En las PPDC
en las que la expresion, con respecto a una célula humana que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o
una célula de médula ésea de cresta iliaca, esta aumentada para al menos uno de interleucina 8; reticulon 1; ligando
1 de quimiocina (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del crecimiento de melanoma, alfa); ligando 6 de quimiocina
(motivo C-X-C) (proteina 2 quimiotactica para granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C); y factor de
necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa, preferentemente no hay niveles relativos aumentados de al menos
uno de miembro A2 de la superfamilia de lectinas tipo C, tumor de Wilms 1, miembro A2 de la familia de aldehido
deshidrogenasa 1, renina, receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada, proteina quinasa C zeta, clon
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IMAGE:4179671, proteina hipotética DKFZp564F013, regulada por disminuciéon en el cancer de ovario 1 y clon
DKFZp547K1113. En las PPDC en las que la expresion, con respecto a una célula humana que es un fibroblasto,
una célula madre mesenquimal o una célula de médula 6sea de cresta iliaca, esta aumentada para al menos uno de
miembro A2 de la superfamilia de lectinas tipo C, tumor de Wilms 1, miembro A2 de la familia de aldehido
deshidrogenasa 1, renina, receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada, proteina quinasa C zeta, clon
IMAGE:4179671, proteina hipotética DKFZp564F013, regulada por disminucion en el cancer de ovario 1 y clon
DKFZp547K1113, preferentemente no hay niveles relativos aumentados de al menos uno de interleucina 8; reticuldn
1; ligando 1 de quimiocina (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del crecimiento de melanoma, alfa); ligando 6 de
quimiocina (motivo C-X-C) (proteina 2 quimiotactica para granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C); y
factor de necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa.

Las PPDC pueden tener expresion que, con respecto a una célula humana que es un fibroblasto, una célula
madre mesenquimal o una célula de médula 6sea de cresta iliaca, esta reducida para al menos uno de: caja
homedtica 2 de la baja estatura; proteina 2 de choque térmico de 27 kDa; ligando 12 de quimiocina (motivo C-X-C)
(factor 1 derivado de células del estroma); elastina; ADNc DKFZp586M2022 (del clon DKFZp586M2022); caja
homedtica 2 de mesénquima; homoélogo 1 de caja homedtica de “sine oculis”; cristalina, alfa B; activador de
morfogénesis 2 asociado a “dishevelled”; proteina DKFZP586B2420; similar a neuralin 1; tetranectina; dominio 3 de
homologia con src y rico en cisteinas; gen 1 de translocacion de linfocitos B, antiproliferativa; colesterol 25-
hidroxilasa; factor de transcripcién 3 relacionado con el enanismo; proteina hipotética FLJ23191; receptor de
interleucina 11, alfa; potenciador de procolageno C-endopeptidasa; homologo 7 de “frizzled”; gen hipotético
BC008967; colageno, tipo VI, alfa 1; tenascina C; proteina de caja homedtica iroquois 5; hefaestina; integrina, beta
8; glicoproteina 2 de vesicula sinaptica; ADNc FLJ12280 fis, clon MAMMA1001744; factor 1 similar al receptor de
citocinas; canal de potasio activado por calcio de conductancia intermedia/baja, subfamilia N, miembro 4; integrina,
alfa 7; proteina DKFZP586L151; coactivador de la transcripcion con motivo de uniéon a PDZ (TAZ); homdlogo 2 de
caja homeodtica de “sine oculis”; proteina KIAA1034; respuesta de crecimiento precoz 3; caja homedtica de “distal
less” 5; proteina hipotética FLJ20373; familia 1 de aldo-ceto reductasas, miembro C3 (3-alfa hidroxiesteroide
deshidrogenasa, tipo Il); biglicano; fibronectina 1; proencefalina; integrina, tipo beta 1 (con dominios de repeticion
similares a EGF); clon de ADNc EUROIMAGE 1968422; EphA3; proteina KIAAQ367; receptor de péptido natriurético
C/guanilato ciclasa C (receptor del péptido atrial natriurético C); proteina hipotética FLJ14054; ADNc DKFZp564B222
(del clon DKFZp564B222); proteina de membrana asociada a vesicula 5; proteina 1 de la matriz extracelular tipo
fibulina que contiene EGF; similar a proteina 3 de interaccion con BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa; proteina 1 de
unién a AE; polipéptido 1 de la subunidad Vlla de la citocromo ¢ oxidasa (musculo); neuroblastoma, supresion de
tumorigenicidad 1; y proteina 2 de unidn al factor de crecimiento insulinoide, 36 kDa; el experto en la materia
entendera que la expresion de una gran diversidad de genes se caracteriza convenientemente en una matriz génica,
por ejemplo en un GENECHIP de Affymetrix.

Las PPDC pueden secretar diversos factores bioguimicamente activos, tales como factores de crecimiento,
guimiocinas, citocinas y similares. Las células preferentes de la divulgacion secretan al menos uno de MCP-1, IL-6,
IL-8, GCP-2, HGF, KGF, FGF, HB-EGF, BDNF, TPO, MIP1a, RANTES y TIMP1. Las PPDC pueden caracterizarse
por su ausencia de secrecién de al menos uno de TGF-beta2, ANG2, PDGF-bb, MIP1b, 1309, MDC y VEGF, como
se detecta mediante ELISA. Se dispone de estas y otras caracteristicas para identificar y caracterizar las células, y
distinguir las células de la invencioén de otras conocidas en la técnica.

En las formas de realizacion preferentes, la célula comprende dos o mas de las caracteristicas
anteriormente indicadas. Resultan mas preferentes las células que comprenden, tres, cuatro o cinco o mas de las
caracteristicas. Resultan ain mas preferentes las células derivadas posparto que comprenden seis, siete u ocho o
mas de las caracteristicas. Actualmente resultan ain mas preferentes las células que comprenden las nueve
caracteristicas que se reivindican.

También resultan preferentes actualmente células que producen al menos dos de entre GCP-2, NOGO-A,
factor tisular, vimentina y alfa actina de musculo liso. Resultan mas preferentes las células que producen tres, cuatro
0 cinco de estas proteinas.

El experto en la materia entendera que los marcadores celulares estan sujetos cierta variacion en
condiciones de crecimiento muy diferentes, y que en general en el presente documento se describen
caracterizaciones en Medio de Crecimiento, o variaciones del mismo. Las células derivadas posparto que producen
al menos uno, dos, tres o cuatro de entre CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa, PD-L2 y HLA-A,B,C son
células preferentes de la divulgacion. Resultan mas preferentes las células que producen cinco, seis, 0 siete de
estos marcadores de superficie celular. Resultan ain mas preferentes las células derivadas posparto que pueden
producir ocho, nueve o diez de las proteinas marcadoras de superficie celular anteriormente indicadas.

Las PPDC que no producen al menos una, dos, tres o cuatro de las proteinas CD31, CD34, CD45, CD80,
CD86, CD117, CD141, CD178, B7-H2, HLA-G y HLA-DR,DP,DQ, segun se detecta mediante citometria de flujo, son
células preferentes de la divulgacion. Resultan preferentes las PPDC que no producen al menos cinco, seis, siete u
ocho o0 mas de estos marcadores. Resultan mas preferentes las células que no producen al menos nueve o diez de
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los marcadores de superficie celular. Las mas altamente preferentes son las células que no producen once, doce o
trece de las proteinas de identificacién anteriormente indicadas.

Las células de la invencién producen cada uno de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-
A,B,C, y no producen ninguno de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 o HLA-DR,DP,DQ, segun se detecta mediante
citometria de flujo.

Resulta preferente que las células derivadas posparto presenten expresion que, con respecto a una célula
humana que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una célula de médula dsea de cresta iliaca, esté
aumentada para al menos uno de al menos uno, dos o tres de entre interleucina 8; reticuléon 1; ligando 1 de
quimiocina (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del crecimiento de melanoma, alfa); ligando 6 de quimiocina
(motivo C-X-C) (proteina 2 quimiotactica para granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C); y factor de
necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa; o al menos uno, dos o tres de entre miembro A2 de la superfamilia de
lectinas tipo C, tumor de Wilms 1, miembro A2 de la familia de aldehido deshidrogenasa 1, renina, receptor 1 de
lipoproteina de baja densidad oxidada, proteina quinasa C zeta, clon IMAGE:4179671, proteina hipotética
DKFZp564F013, regulada por disminuciéon en el cancer de ovario 1 y clon DKFZp547K1113. Resultan mas
preferentes las células que presentan expresion relativa elevada de cuatro o cinco, y resultan ain mas preferentes
las células capaces de aumentar la expresion relativa de seis, siete u ocho de los genes anteriormente indicados de
los respectivos conjuntos de genes. Lo mas preferentemente, las células presentan expresion que, con respecto a
una célula humana que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una célula de médula dsea de cresta
iliaca, estd aumentada para una combinacién de interleucina 8; reticulén 1; ligando 1 de quimiocina (motivo C-X-C)
(actividad estimuladora del crecimiento de melanoma, alfa); ligando 6 de quimiocina (motivo C-X-C) (proteina 2
guimiotactica para granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C); factor de necrosis tumoral, proteina 3
inducida por alfa, o0 una combinacion de miembro A2 de la superfamilia de lectinas tipo C, tumor de Wilms 1,
miembro A2 de la familia de aldehido deshidrogenasa 1, renina, receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada,
proteina quinasa C zeta, clon IMAGE:4179671, proteina hipotética DKFZp564F013, regulada por disminucién en el
cancer de ovario 1 y clon DKFZp547K1113.

Para algunas formas de realizacion, resultan preferentes las células que, con respecto a una célula humana
que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimal o una célula de médula 6sea de cresta iliaca, tienen expresion
reducida de al menos uno de los genes correspondientes a: caja homeotica 2 de la baja estatura; proteina 2 de
choque térmico de 27 kDa; ligando 12 de quimiocina (motivo C-X-C) (factor 1 derivado de células del estroma);
elastina; ADNc DKFZp586M2022 (del clon DKFZp586M2022); caja homedtica 2 de mesénquima; homélogo 1 de
caja homedtica de “sine oculis”; cristalina, alfa B; activador de morfogénesis 2 asociado a “dishevelled”; proteina
DKFZP586B2420; similar a neuralin 1; tetranectina; dominio 3 de homologia con src y rico en cisteinas; gen 1 de
translocacion de linfocitos B, antiproliferativa; colesterol 25-hidroxilasa; factor de transcripcién 3 relacionado con el
enanismo; proteina hipotética FLJ23191; receptor de interleucina 11, alfa; potenciador de procolageno C-
endopeptidasa; homélogo 7 de “frizzled”; gen hipotético BC0O08967; colageno, tipo VI, alfa 1; tenascina C; proteina
de caja homedotica iroquois 5; hefaestina; integrina, beta 8; glicoproteina 2 de vesicula sinaptica; ADNc FLJ12280 fis,
clon MAMMA1001744; factor 1 similar al receptor de citocinas; canal de potasio activado por calcio de conductancia
intermedia/baja, subfamilia N, miembro 4; integrina, alfa 7; proteina DKFZP586L151; coactivador de la transcripcién
con motivo de unién a PDZ (TAZ); homdlogo 2 de caja homedtica de “sine oculis”; proteina KIAA1034; respuesta de
crecimiento precoz 3; caja homedética de “distal less” 5; proteina hipotética FLJ20373; familia 1 de aldo-ceto
reductasas, miembro C3 (3-alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa, tipo II); biglicano; fibronectina 1; proencefalina;
integrina, tipo beta 1 (con dominios de repeticién similares a EGF); clon de ADNc EUROIMAGE 1968422; EphA3;
proteina KIAA0367; receptor de péptido natriurético C/guanilato ciclasa C (receptor del péptido atrial natriurético C);
proteina hipotética FLJ14054; ADNc DKFZp564B222 (del clon DKFZp564B222); proteina de membrana asociada a
vesicula 5; proteina 1 de la matriz extracelular tipo fibulina que contiene EGF; similar a proteina 3 de interaccion con
BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa; proteina 1 de unién a AE; polipéptido 1 de la subunidad Vlla de la citocromo ¢
oxidasa (musculo); neuroblastoma, supresién de tumorigenicidad 1; y proteina 2 de union al factor de crecimiento
insulinoide, 36 kDa. Resultan mas preferentes las células que tienen, con respecto a los fibroblastos humanos, las
células madre mesenquimales o las células de médula ésea de cresta iliaca, expresion reducida de al menos 5, 10,
15 6 20 genes que corresponden a los enumerados anteriormente. Actualmente resultan mas preferentes las células
con expresion reducida de al menos 25, 30 6 35 de los genes correspondientes a las secuencias enumeradas.
También resultan mas preferentes las células derivadas posparto con expresion reducida, con respecto a la de un
fibroblasto humano, una célula madre mesenquimal o una célula de médula 6sea de cresta iliaca, de genes que
corresponde a 35 0 mas, 40 o mas, o incluso la totalidad de las secuencias enumeradas.

La secrecién de determinados factores de crecimiento y otras proteinas celulares puede hacer las células
de la invencién particularmente Gtiles. Aunque la secrecion de tales factores es util, las PPDC también pueden
caracterizarse por su ausencia de secrecion de factores en el medio. Los ejemplos de células derivadas de la
placenta de la divulgaciéon se depositaron en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA) y se
les asignaron los nimeros de registro de la ATCC de la siguiente manera: (1) el nombre de cepa PLA 071003 (P8)
se deposité el 15 de junio de 2004 y se le asigné en numero de registro PTA-6074; (2) el nombre de cepa
PLA 071003 (P11) se deposité el 15 de junio de 2004 y se le asigné en numero de registro PTA-6075; y (3) el
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nombre de cepa PLA 071003 (P16) se depositd el 16 de junio de 2004 y se le asign6é en nuamero de registro
PTA-6079.

Los ejemplos de células derivadas de tejido de cordén umbilical de la invenciéon se depositaron en la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA) el 10 de junio de 2004, y se les asignaron los
nameros de registro de la ATCC de la siguiente manera: (1) al nombre de cepa UMB 022803 (P7) se le asigno el
numero de registro PTA-6067; y (2) al nombre de cepa UMB 022803 (P17) se le asign6é el nimero de registro
PTA-6068.

Las PPDC pueden aislarse. La invencion también proporciona composiciones de PPDC, incluidas
poblaciones de PPDC de la invencion para su uso en el tratamiento de una afeccion 6sea o cartilaginosa. La
poblacién es sustancialmente homogénea, es decir, comprende sustancialmente s6lo PPDC (preferentemente al
menos aproximadamente un 96%, 97%, 98%, 99% o mas de PPDC). La poblacion celular homogénea de la
invencion comprende células derivadas de tejido de cordén umbilical. Las poblaciones homogéneas de células
derivadas de tejido de cordon umbilical pueden carecer de células del linaje materno. Las poblaciones homogéneas
de células derivadas de la placenta pueden ser de linaje neonatal o materno. La homogeneidad de una poblacion
celular puede conseguirse mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, mediante clasificacion de
células (por ejemplo, citometria de flujo), separacion con perlas, o mediante proliferacion clonal.

Los métodos de la divulgacion incluyen adicionalmente métodos para producir una poblaciéon de células
derivadas posparto haciendo proliferar una célula de la invencién en cultivo. Las células derivadas posparto de la
invencion se hacen proliferar preferentemente en presencia de oxigeno de aproximadamente el 5% a
aproximadamente el 20%. Las células derivadas posparto de la invencién se hacen proliferar preferentemente en
medio de cultivo tal como, pero no limitado a, medio de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM), medio de
crecimiento de células madre mesenquimales, Advanced DMEM (Gibco), DMEM/MCDB201 (Sigma), RPMI1640,
CELL-GRO FREE, medio F10 de Ham, medio F12 de Ham, DMEM/F12, medio de Dulbecco modificado por Iscove,
0 medio basal de Eagle. El medio de cultivo contiene preferentemente bajo o alto contenido de glucosa, suero a
aproximadamente el 2%-15% (v/v), betamercaptoetanol y un antibiético. EI medio de cultivo puede contener al
menos uno de factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento plaquetario, factor de crecimiento del
endotelio vascular, y factor de crecimiento epidérmico. Las células de la invencién pueden cultivarse sobre una
superficie no recubierta o recubierta. Las superficies para el cultivo de las células pueden estar recubiertas por
ejemplo, con gelatina, colageno (por ejemplo, natural o desnaturalizado), fibronectina, laminina, ornitina, vitronectina
0 proteina de membrana extracelular (por ejemplo, MATRIGEL). En algunas formas de realizacién, se mezcla una
poblacion de células derivadas posparto con otra poblacién de células.

Cultivo de PPDC en un medio condrogénico

Puede inducirse a las PPDC a diferenciarse a un linaje condrogénico sometiéndolas a condiciones de
cultivo celular que induzcan la diferenciacion. Las PPDC pueden cultivarse en un medio condrogénico que
comprende factores de crecimiento condrogénicos exdgenos especificos (por ejemplo, en cultivo), tales como, por
ejemplo, uno o mas de GDF-5 o factor de crecimiento transformante beta 3 (TGF-beta3), con o sin ascorbato.

El medio condrogénico preferente esta complementado con un antibiético, aminoacidos incluidos prolina y
glutamina, piruvato sddico, dexametasona, acido ascoérbico e insulina/transferrina/selenio. El medio condrogénico
esta complementado preferentemente con hidréxido sodico y/o colageno. Lo mas preferentemente, el medio de
cultivo condrogénico estd complementado con colageno. Las células pueden cultivarse a una densidad alta o baja.
Las células se cultivan preferentemente en ausencia de suero.

Cultivo de PPDC en un medio osteogénico

Puede inducirse a las PPDC a diferenciarse a un linaje osteogénico sometiéndolas a condiciones de cultivo
celular que inducen la diferenciacién. En algunas formas de realizacion, las PPDC se cultivan en un medio
osteogénico tal como, pero no limitado a, un medio (por ejemplo, DMEM con bajo contenido de glucosa) que
contiene dexametasona entre aproximadamente 107" molar y aproximadamente 10" molar en combinacién con sal
de ascorbato fosfato (por ejemplo, ascorbato-2-fosfato) de aproximadamente 10 micromolar a aproximadamente 50
micromolar y beta-glicerofosfato entre aproximadamente 10 nanomolar y aproximadamente 10 milimolar. El medio
incluye preferentemente suero (por ejemplo, suero bovino, suero de caballo). El medio osteogénico también puede
comprender uno o mas antibiéticos/antimicoticos. El medio osteogénico estda complementado preferentemente con
factor de crecimiento transformante beta (por ejemplo, TGF-betal) y/o proteina morfogénica 6sea (por ejemplo,
BMP-2, BMP-4, o0 una combinacién de las mismas; lo mas preferentemente BMP-4).

Evaluacién de la diferenciacion
Puede inducirse a las PPDC a diferenciarse a un linaje ectodérmico, endodérmico o mesodérmico. Los

métodos para caracterizar las células diferenciadas que se desarrollan a partir de las PPDC de la invencién,
incluyen, pero no se limitan a, métodos histoldgicos, morfoldgicos, bioquimicos e inmunohistoquimicos, o el uso de
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marcadores de superficie celular, o genéticamente o molecularmente, o identificando factores secretados por la
célula diferenciada, y por las cualidades inductivas de las PPDC diferenciadas.

La diferenciacién condrogénica puede evaluarse, por ejemplo, mediante tincion con safranina-O para la
expresion de glicosaminoglicano por las células o tincion con hematoxilina/eosina, o mediante la deteccién de un
marcador de linaje condrogénico (por ejemplo, proteoglicanos y glicosaminoglicanos sulfatados, queratina,
condroitina, colageno tipo Il) en el cultivo o mas preferentemente en las propias células.

Las PPDC pueden analizarse para un fenotipo osteogénico mediante cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo, la tincion de von Kossa o mediante la deteccion de marcadores osteogénicos tales como
osteocalcina, sialoproteina 6sea, fosfatasa alcalina, osteonectina, osteopontina, colageno tipo |, proteinas
morfogénicas 6seas y/o factor de unién nuclear al en el cultivo o mas preferentemente en las propias células.

Métodos de utilizacién de las PPDC o componentes o pr  oductos de las mismas
Ingenieria genética de las PPDC

Las células de la invencion pueden modificarse por ingenieria genética utilizando cualquiera de diversos
vectores, incluidos, pero no limitados a, vectores virales integrativos, por ejemplo, vector de retrovirus o vectores
virales adenoasociados; vectores de replicacion no integrativos, por ejemplo, vectores del virus del papiloma,
vectores de SV40, vectores adenovirales; o vectores virales de replicacion defectuosa. Otros métodos de
introduccion de ADN en las células incluyen el uso de liposomas, electroporacion, una pistola de particulas, o
mediante inyeccion directa del ADN.

Las células hospedadoras estan preferentemente transformadas o transfectadas con ADN controlado por, o
en asociacion operativa con, uno 0 mas elementos de control de expresién apropiados tales como secuencias
promotoras o potenciadoras, terminadores de la transcripcién, sitios de poliadenilacién, entre otros, y un marcador
seleccionable.

Después de la introduccion del ADN extrafio, puede dejarse crecer a las células modificadas en medio
enriquecido y, a continuacion, cambiarse a medios selectivos. EI marcador seleccionable en el ADN extrafio confiere
resistencia a la seleccion y permite que las células integren de forma estable el ADN extrafio como, por ejemplo, en
un plasmido, en sus cromosomas y crezcan para formar focos que, a su vez, pueden clonarse y hacerse proliferar a
lineas celulares.

El presente método puede utilizarse ventajosamente para disefiar lineas celulares que expresen el producto
génico.

Puede utilizarse cualquier promotor para activar la expresion del gen insertado. Por ejemplo, los promotores
virales incluyen pero no se limitan al promotor/potenciador CMV, SV 40, papilomavirus, virus de Epstein-Barr o
promotor del gen de la elastina. Preferentemente, los elementos de control utilizados para controlar la expresion del
gen de interés deben permitir la expresion regulada del gen de manera que el producto se sintetice solamente
cuando sea necesario in vivo. Si se desea la expresion transitoria, se utilizan preferentemente promotores
constitutivos en un vector no integrativo y/o de replicacion defectuosa. Como alternativa, podrian utilizarse
promotores inducibles para activar la expresion del gen insertado cuando sea necesario.

Los promotores inducibles incluyen, pero no se limitan a, aquellos asociados con proteinas de choque
térmico y metalotioneina.

Las células de la invencidn pueden modificarse por ingenieria genética para anular o atenuar la expresién
de factores que promueven la inflamacion o el rechazo en el sitio del implante. Mas adelante se analizan técnicas de
modulacién negativa para la reduccion de los niveles de expresion del gen diana o niveles de actividad del producto
del gen diana. "Modulacién negativa", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una reduccion del
nivel y/o actividad del producto del gen diana con respecto al nivel y/o actividad del producto del gen diana en
ausencia del tratamiento modulador. Puede reducirse o anularse la expresion de un gen natural de un condrocito u
osteaocito utilizando varias técnicas, incluidas, por ejemplo, la inhibicién de la expresién inactivando completamente el
gen (cominmente denominada "knockout") utilizando la técnica de recombinacién homéloga. Por lo general, un exén
que codifica una regién importante de la proteina (o0 un exén en sentido 5' a dicha regién) se interrumpe mediante un
marcador seleccionable positivo, por ejemplo, neo, lo que evita la produccion de ARNm normal a partir del gen diana
y que da como resultado la inactivacion del gen. Un gen también puede inactivarse creando una delecién en una
parte de un gen, o delecionando todo el gen. Mediante el uso de un constructo con dos regiones de homologia con
el gen diana que estén muy distantes en el genoma, pueden delecionarse las secuencias que se interponen entre las
dos regiones (Mombaerts et al., 1991, Proc. Nat. Acad. Sci. EE.UU. 88:3084).

También pueden utilizarse, segun la invencion, ARN pequefio de interferencia antisentido, ADNzimas y
moléculas de ribozima que inhiben la expresion del gen diana para reducir el nivel de actividad del gen diana. Por
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ejemplo, las moléculas de ARN antisentido que inhiben la expresion de los complejos génicos principales de
histocompatibilidad (HLA) han demostrado ser mas versatiles con respecto a las respuestas inmunitarias. Aln mas,
pueden utilizarse moléculas de triple hélice para reducir el nivel de actividad del gen diana.

Estas técnicas se describen detalladamente en L.G. Davis et al. (eds.), 1994, BASIC METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY, 22 ed., Appleton & Lange, Norwalk, Conn.

La IL-1 es un potente estimulador de la resorcion del cartilago y de la produccion de mediadores
inflamatorios por los condrocitos (Campbell et al., 1991, J. Immun 147:1238). Utilizando cualquiera de las técnicas
anteriormente indicadas, puede anularse o atenuarse la expresion de IL-1 en las células de la invencién para reducir
el riesgo de resorcion del cartilago implantado o la produccion de mediadores inflamatorios por las células de la
invencion. Asimismo, puede anularse o atenuarse la expresion de moléculas del MHC de clase Il con el fin de reducir
el riesgo de rechazo del tejido implantado.

Una vez modificadas por ingenieria genética las células de la invencién, pueden implantarse directamente
en el paciente para permitir el tratamiento de una afeccién ésea o cartilaginosa, por ejemplo, una enfermedad
reumatoide o articular, o para producir un producto génico antiinflamatorio, tal como, por ejemplo, péptidos o
polipéptidos correspondientes al idiotipo de anticuerpos neutralizantes para GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, u otras
citocinas inflamatorias.

Como alternativa, las células modificadas por ingenieria genética pueden utilizarse para producir nuevo
tejido in vitro, que a continuacién se implanta en el sujeto, como se describe en el presente documento.

Secrecion de factores tréficos

La secrecion de factores de crecimiento por las PPDC puede proporcionar soporte tréfico para un segundo
tipo de célula in vitro o in vivo. Las PPDC pueden secretar, por ejemplo, al menos uno de proteina 1 quimiotactica
para monocitos (MCP-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), GCP-2, factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
trombopoyetina (TPO), proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa (MIPla), RANTES, e inhibidor tisular de
metaloproteinasa de matriz 1 (TIMP1), que pueden aumentarse mediante diversas técnicas, incluidas el cultivo ex
vivo de las células en un medio quimicamente definido.

En algunos aspectos de la invencion, una poblacion de PPDC sustenta la supervivencia, la proliferacion, el
crecimiento, el mantenimiento, la maduracion, la diferenciacion o el aumento de la actividad de las células, incluidas
células de médula 6sea, condrocitos, condroblastos, y mezclas de las mismas. En algunos aspectos de la invencion,
una poblacion de PPDC sustenta a las células, incluidas células de médula 6sea, osteoblastos, osteocitos,
osteoclastos, células de revestimiento 6seo, y mezclas de las mismas. En algunos aspectos de la invencién, una
poblacion de PPDC sustenta a las células, incluidas células de médula ésea, condrocitos, condroblastos,
osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, células de revestimiento éseo, y mezclas de las mismas. En otras formas de
realizacién, la poblacion es sustancialmente homogénea, es decir, comprende sustancialmente sélo PPDC
(preferentemente al menos aproximadamente un 96%, 97%, 98%, 99% o mas de PPDC).

Las PPDC tienen la capacidad de sustentar la supervivencia, el crecimiento y la diferenciaciéon de otros
tipos celulares en cocultivo. En algunas formas de realizacion, las PPDC se cocultivan in vitro para proporcionar
soporte tréfico a otras células, incluidas, pero no limitadas a, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, células de
revestimiento 6seo, condrocitos, condroblastos, y/o células de médula 6sea, o combinaciones de las mismas. Para el
cocultivo, puede ser deseable que las PPDC y las demas células deseadas se cocultiven en condiciones en las que
los dos tipos de células estén en contacto. Esto puede conseguirse, por ejemplo, sembrando las células como una
poblacién heterogénea de células en un medio de cultivo o sobre un sustrato de cultivo adecuado. Como alternativa,
las PPDC pueden cultivarse primero hasta la confluencia y emplearse como sustrato para el segundo tipo de célula
deseado en cultivo. En esta dltima forma de realizacion, las células pueden separarse ademas fisicamente, por
ejemplo, mediante una membrana o dispositivo similar, de manera que pueda extraerse el otro tipo de célula y
utilizarse por separado después del periodo de cocultivo. En otras formas de realizacion, la divulgacién contempla
que las otras células deseadas se cultiven en contacto con el medio acondicionado, la matriz extracelular y/o el
lisado celular de las PPDC. La divulgacion contempla que el uso de las PPDC en cocultivo para promover la
proliferacién y diferenciacion de otros tipos celulares pueda hallar aplicabilidad en la investigacion y en areas
clinicas/terapéuticas. Por ejemplo, puede utilizarse un cocultivo de PPDC para facilitar el crecimiento y la
diferenciacion de células de un determinado fenotipo en cultivo, por ejemplo, condrocitos u osteocitos, con fines de
investigacion basica o para su uso en ensayos de seleccion de farmacos, por ejemplo. El cocultivo de PPDC también
puede utilizarse para la proliferacion ex vivo de células de un fenotipo osteogénico o condrogénico para su posterior
administracion con fines terapéuticos. Por ejemplo, pueden recolectarse células de un individuo, hacerse proliferar
ex vivo en cocultivo con las PPDC, a continuacion devolverlas a ese individuo (transferencia autéloga) o a otro
individuo (transferencia singénica o alogénica). En estas formas de realizaciéon, se entendera que, después de la
proliferacién ex vivo, podria administrarse la poblaciéon mixta de células que comprenden las PPDC a un paciente
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gque necesite tratamiento, por ejemplo, para una afeccién 6sea o cartilaginosa tal como se describe en el presente
documento. Como alternativa, en situaciones en las que sea apropiada o deseable la transferencia autéloga, las
poblaciones celulares cocultivadas pueden separarse fisicamente en cultivo, lo que permite extraer las células
autélogas para administrarlas al paciente.

Medio acondicionado de PPDC

Otra forma de realizacion de la divulgacion se ocupa del uso de las PPDC para la produccion de un medio
acondicionado, ya sea de PPDC indiferenciadas o de PPDC incubadas en condiciones que estimulan la
diferenciacion a un linaje osteogénico o condrogénico. Tales medios acondicionados se contemplan para su uso en
el cultivo de células in vitro o ex vivo, por ejemplo, células madre o progenitoras, incluidas, pero no limitadas a,
células de médula 6sea, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, células de revestimiento éseo, condroblastos y
condrocitos, o in vivo para sustentar a células trasplantadas que comprenden poblaciones homogéneas o
heterogéneas de PPDC, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, células de revestimiento 6seo, condrocitos,
condroblastos y células de médula 6sea, por ejemplo.

Aplicaciones terapéuticas de las PPDC

Las PPDC de la invencién pueden utilizarse para tratar a pacientes que requieren la reparacion o
sustitucion de tejido 6seo o cartilaginoso resultado de una enfermedad o traumatismo o de la incapacidad del tejido
para desarrollarse normalmente, o para proporcionar una funcién cosmeética, tal como para aumentar los rasgos
faciales u otros rasgos corporales. El tratamiento puede implicar el uso de las células de la invencién para producir
nuevo tejido cartilaginoso o tejido 6seo. Por ejemplo, las células inducidas a diferenciarse condrogénicas o
indiferenciadas de la invencién pueden utilizarse para tratar una afeccion cartilaginosa, por ejemplo, la artritis
reumatoide o la osteoartritis 0 una lesion traumatica o quirtrgica del cartilago. Como otro ejemplo, las células
inducidas a diferenciarse osteogénicas o indiferenciadas de la invencién pueden utilizarse para tratar afecciones
Oseas, incluidas enfermedades éseas metabolicas y no metabdlicas. Los ejemplos de afecciones éseas incluyen
desgarros meniscales, fusion vertebral, extraccion de disco vertebral, reconstruccion vertebral, fracturas o6seas,
deformaciéon d&sealvertebral, osteosarcoma, mieloma, displasia 6sea, escoliosis, osteoporosis, enfermedad
periodontal, pérdida de hueso dental, osteomalacia, raquitismo, osteitis fibrosa, osteodistrofia renal y enfermedad
Osea de Paget.

Las células de la invencion pueden administrarse en solitario o en forma de mezclas con otras células. Las
células que pueden administrarse junto con las PPDC incluyen, pero no se limitan a, otras células multipotentes o
pluripotentes o condrocitos, condroblastos, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, células de revestimiento éseo o
células de médula 6sea. Las células de diferentes tipos pueden mezclarse con las PPDC inmediatamente o poco
antes de la administracion, o pueden cocultivarse juntas durante un periodo de tiempo antes de la administracion.

Las PPDC pueden administrarse con otras moléculas biolégicas o farmacos beneficiosos (factores de
crecimiento, factores tréficos). Cuando las PPDC se administran con otros agentes, pueden administrarse juntas en
una unica composicién farmacéutica o en composiciones farmacéuticas separadas, simultanea o secuencialmente
con los demas agentes (ya sea antes o después de la administracion de los demas agentes). Los factores bioactivos
que pueden administrarse conjuntamente incluyen agentes antiapoptoéticos (por ejemplo, EPO, mimeticuerpo de la
EPO, TPO, IGF-I e IGF-Il, HGF, inhibidores de caspasas); antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores de p38 MAPK,
inhibidores de TGF-beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST, TRANILAST, REMICADE, SIROLIMUS
y AINE (farmacos antiinflamatorios no esteroideos, por ejemplo, TEPOXALIN, TOLMENTIN, SUPROFEN);
inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de calcineurina, tales como ciclosporina,
tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS, EVEROLIMUS); antiproliferativos (por ejemplo,
azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona, hidrocortisona); anticuerpos tales
como anticuerpos monoclonales contra IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab, daclizumab), anticuerpos policlonales
contra linfocitos T (por ejemplo, globulina anti-timocitos (ATG); globulina anti-linfocitos (ALG); anticuerpo monoclonal
contra linfocitos T, OKT3)); antitrombogénicos (por ejemplo, heparina, derivados de heparina, uroquinasa, PPack
(dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona), compuestos antitrombina, antagonistas de receptores
plaquetarios, anticuerpos antitrombina, anticuerpos contra receptores plaguetarios, aspirina, dipiridamol, protamina,
hirudina, inhibidores de prostaglandinas e inhibidores plaguetarios); y antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina
A, acido ascoérbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutation, L-cisteina, N-acetilcisteina), asi como anestésicos locales.
Como otro ejemplo, las células pueden administrarse conjuntamente con un factor inhibidor de cicatrices como se
describe en la patente de Estados Unidos N° 5.827.735.

En una forma de realizacion, las PPDC se administran como células indiferenciadas, es decir, tal como se
cultivan en el Medio de Crecimiento. Como alternativa, en una forma de realizaciéon de la divulgacion, las PPDC
pueden administrarse después de exponerlas en cultivo a condiciones que estimulan la diferenciacion hacia un
fenotipo deseado, por ejemplo, un fenotipo condrogénico u osteogénico.

Las células de la invencion pueden implantarse quirGrgicamente, inyectarse, introducirse (por ejemplo, por
medio de un catéter o jeringa), o administrarse de otra manera, directa o indirectamente, al sitio que necesita la
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reparacion o el aumento. Las células pueden administrarse por medio de una matriz (por ejemplo, un andamiaje
tridimensional). Las células pueden administrarse con vehiculos farmacéuticamente aceptables convencionales. Las
vias de administracion de las células de la invencién o composiciones o componentes (por ejemplo, ECM, lisado
celular, medio acondicionado) de las mismas incluyen la administracion intramuscular, oftalmica, parenteral (incluida
la intravenosa), intraarterial, subcutdnea, oral y nasal. Las vias particulares de administracion parenteral incluyen,
pero no se limitan a, vias de administracién intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intracerebral, intraventricular,
intracerebroventricular, intratecal, intracisternal, intravertebral y/o perivertebral.

Cuando las células se administran en dispositivos semisélidos o sélidos, la implantaciéon quirdrgica en una
ubicacion precisa en el cuerpo es por lo general un medio adecuado de administracion. Sin embargo, las
composiciones farmacéuticas liquidas o fluidas pueden administrarse a una ubicacion mas general (por ejemplo, a lo
largo de una zona afectada de manera difusa, por ejemplo), desde la que migran a una ubicacién particular, por
ejemplo, respondiendo a sefales quimicas.

Otras formas de realizacion de la divulgacién abarcan métodos de tratamiento mediante la administracion
de composiciones farmacéuticas que comprenden componentes celulares (por ejemplo, lisados celulares o
componentes de los mismos) o productos (por ejemplo, matriz extracelular, factores tréficos y otros factores
biolégicos producidos naturalmente por las PPDC o mediante modificacién genética, medio acondicionado del cultivo
de PPDC) de PPDC. Una vez mas, estos métodos pueden comprender adicionalmente la administracion de otros
agentes activos, tales como agentes antiapoptoticos (por ejemplo, EPO, mimeticuerpo de la EPO, TPO, IGF-1 e IGF-
Il, HGF, inhibidores de caspasas); antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores de p38 MAPK, inhibidores de TGF-beta,
estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST, TRANILAST, REMICADE, SIROLIMUS y AINE (farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, por ejemplo, TEPOXALIN, TOLMENTIN, SUPROFEN);
inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de calcineurina, tales como ciclosporina,
tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS, EVEROLIMUS); antiproliferativos (por ejemplo,
azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona, hidrocortisona); anticuerpos tales
como anticuerpos monoclonales contra IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab, daclizumab), anticuerpos policlonales
contra linfocitos T (por ejemplo, globulina anti-timocitos (ATG); globulina anti-linfocitos (ALG); anticuerpo monoclonal
contra linfocitos T, OKT3)); antitrombogénicos (por ejemplo, heparina, derivados de heparina, uroquinasa, PPack
(dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona), compuestos antitrombina, antagonistas de receptores
plaquetarios, anticuerpos antitrombina, anticuerpos contra receptores plaguetarios, aspirina, dipiridamol, protamina,
hirudina, inhibidores de prostaglandinas e inhibidores plaquetarios); y antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina
A, acido ascorbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutatién, L-cisteina, N-acetilcisteina), anestésicos locales, y factor
inhibidor de cicatrices tal como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.827.735.

Los regimenes y las formas de dosificacion para administrar las PPDC o cualquiera de las demas
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se desarrollan segun la buena practica médica,
teniendo en cuenta el estado de cada paciente, por ejemplo, la naturaleza y la gravedad de la afeccién que se esta
tratando, la edad, el sexo, el peso corporal y el cuadro clinico general, y otros factores conocidos por los médicos.
Por lo tanto, la cantidad eficaz de una composicién farmacéutica a administrar a un paciente viene determinada por
estos factores tal como se conoce en la técnica.

En algunas formas de realizacion de la invencion, puede no ser necesario 0 deseable inmunosuprimir a un
paciente antes de iniciar la terapia celular con las PPDC. Ademas, se ha demostrado que las PPDC no estimulan las
PBMC alogénicas en una reaccion linfocitaria mixta. Por consiguiente, puede tolerarse en algunos casos el
trasplante con PPDC alogénicas, o incluso xenogénicas.

Sin embargo, en otros casos puede ser deseable o apropiado inmunosuprimir farmacolégicamente a un
paciente antes de iniciar la terapia celular. Esto puede lograrse mediante el uso de agentes inmunosupresores
sistémicos o locales, o puede lograrse administrando las células en un dispositivo encapsulado. Las PPDC pueden
encapsularse en una capsula que sea permeable a los nutrientes y al oxigeno que necesita la célula y a los factores
terapéuticos que la célula esta secretando, pero impermeable a factores humorales inmunitarios y a células.
Preferentemente el encapsulante es hipoalergénico, se encuentra con facilidad y de forma estable en un tejido diana,
y proporciona una proteccion adicional a la estructura implantada. En la técnica se conocen estos y otros medios
para reducir o eliminar una respuesta inmunitaria contra las células trasplantadas. Como alternativa, las PPDC
pueden modificarse genéticamente para reducir su inmunogenicidad.

Puede determinarse la supervivencia de las PPDC trasplantadas en un paciente vivo mediante el uso de
diversas técnicas de exploracién, por ejemplo, exploraciones mediante tomografia axial computarizada (TAC o TC),
resonancia magnética (RM) o tomografia por emision de positrones (TEP). La determinacién de la supervivencia del
trasplante también puede realizarse post mortem extrayendo el tejido diana y examinandolo visualmente o con un
microscopio. Como alternativa, las células pueden tratarse con tinciones que sean especificas para las células de un
linaje especifico. Las células trasplantadas también pueden identificarse mediante la incorporacion previa de
colorantes indicadores tales como microesferas marcadas con rodamina o fluoresceina, Fast Blue, bisbenzamida,
microparticulas férricas, o productos génicos indicadores introducidos genéticamente, tales como beta-galactosidasa
0 beta-glucuronidasa.
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La integracion funcional de las PPDC trasplantadas en un sujeto puede evaluarse examinando la
restauracion de la funcion perjudicada o afectada, por ejemplo, la restauracion de la funcién articular u ésea, o el
aumento de la funcion.

Composiciones y composiciones farmacéuticas

Las composiciones de PPDC, incluidas por ejemplo las composiciones farmacéuticas, para su uso en el
tratamiento de una afeccién O6sea o cartilaginosa, quedan incluidas dentro del alcance de la invencion. Las
composiciones de la invencion pueden incluir uno o mas factores bioactivos, por ejemplo pero sin limitarse a, un
factor de crecimiento, un factor inductor de la diferenciacién, un factor de supervivencia celular tal como el inhibidor
de la caspasa, un antiinflamatorio tal como el inhibidor de la quinasa p38, o un factor angiogénico tal como VEGF o
bFGF. Algunos ejemplos de factores bioactivos incluyen PDGF-bb, EGF, bFGF, IGF-1 y LIF. En algunas formas de
realizacion, se cultivan PDPC indiferenciadas o inducidas a diferenciarse en contacto con el factor bioactivo. En
algunas formas de realizacién, las PPDC indiferenciadas permanecen indiferenciadas tras el contacto con el factor
bioactivo. En otras formas de realizacién, el factor bioactivo induce la diferenciacion de las PPDC.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender poblaciones homogéneas de PPDC
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para las células de la
invencién incluyen sustancias transportadoras organicas o inorganicas adecuadas que no reaccionan de manera
perjudicial con las células de la invencién o composiciones o componentes de las mismas. En la medida en que sean
biocompatibles, los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen agua, solucién salina (por ejemplo,
solucién de Ringer), alcoholes, aceites, gelatinas e carbohidratos, tales como lactosa, amilosa o almidén, ésteres de
acidos grasos, hidroximetilcelulosa, y polivinilpirrolidina. Tales preparaciones pueden esterilizarse, y si se desea,
mezclarse con agentes auxiliares tales como lubricantes, conservantes, estabilizadores, humectantes,
emulsionantes, sales para influir en la presién osmética, tampones y colorantes. En la técnica se conocen vehiculos
farmacéuticos adecuados para su uso en la presente invencion y se describen, por ejemplo, en Pharmaceutical
Sciences (172 ed., Mack Pub. Co., Easton, PA) y en el documento WO 96/05309.

La dosificacion (por ejemplo, el nimero de células a administrar) y la frecuencia de administracion de las
composiciones farmacéuticas para su uso en la invencién dependera de varios factores, incluidos pero no limitados
a, la naturaleza de la afeccion a tratar, la gravedad de los sintomas de la afeccion, las caracteristicas del paciente
(por ejemplo, la edad, la estatura, el sexo, la salud).

Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, las PPDC, composiciones y matrices producidas segun la
invencion pueden utilizarse para reparar o reemplazar tejido cartilaginoso dafiado o destruido, para aumentar el
tejido cartilaginoso existente, para introducir tejido nuevo o modificado, para modificar protesis artificiales, o para unir
estructuras o tejidos biolégicos. Por ejemplo, algunas formas de realizacién de la invencion incluirian (i) prétesis de
cadera recubiertas con constructos de tejido cartilaginoso de reemplazo cultivadas en cultivos tridimensionales; (i) la
reconstruccion de rodilla con constructos de tejido cartilaginoso; (iii) prétesis de otras articulaciones que requieren la
reconstruccién y/o sustitucion de cartilago articular; y (iv) la reconstruccion cosmética con constructos de tejido
cartilaginoso.

Por ejemplo, puede realizarse la evaluacion de lesiones internas del cartilago articular en, por ejemplo, la
rodilla, la cadera, el codo, el tobillo y la articulacion glenohumeral, mediante técnicas artroscépicas. En algunas
formas de realizacion, se extrae la parte lesionada o deteriorada del tejido cartilaginoso, por ejemplo, mediante
cirugia artroscépica, seguido de injerto de cartilago. Los constructos de tejido cartilaginoso también pueden
emplearse en la cirugia reconstructiva para diferentes tipos de articulaciones. Los procedimientos detallados se han
descrito en Resnick, D., y Niwayama, G., (eds.), 1988, Diagnosis of Bone and Joint Disorders, 22 ed., W.B. Sanders
Co.

La reparacion o sustitucién de cartilago dafiado puede potenciarse mediante la fijacion de las células y/o el
tejido cartilaginoso implantados en el sitio de reparacion. Pueden utilizarse diversos métodos para fijar las nuevas
células y/o tejido cartilaginoso en su lugar, incluidos: parches derivados de tejidos biocompatibles, que pueden
colocarse sobre el sitio; suturas bioabsorbibles u otros elementos de fijacidn, por ejemplo, clavos, grapas, tachuelas,
tornillos y anclajes; dispositivos de fijacion no absorbibles, por ejemplo, suturas, clavos, tornillos y anclajes;
adhesivos.

En una forma de realizaciéon de la divulgacion, las PPDC y el tejido 6seo producido segun la invencién
pueden utilizarse para reparar o reemplazar tejido 6seo dafiado o destruido, para aumentar el tejido 6seo existente,
para introducir tejido nuevo o modificado, o modificar prétesis artificiales. Las células de la invencion pueden
administrarse en solitario, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, o0 sembradas sobre o en una matriz como se
describe en el presente documento.

Uso de las PPDC para el trasplante
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Los métodos de tratamiento de la presente invencion implican la implantaciéon de las PPDC o células
transdiferenciadas en individuos que lo necesitan. Las células de la presente invencion pueden ser alogénicas o
autélogas y pueden administrarse al sitio de necesidad terapéutica o hacerse "migrar de manera dirigida" al sitio.

En una forma de realizacién de la divulgacion, las células de la presente invencién pueden diferenciarse in
vitro antes de implantarse un paciente. La diferenciacién in vitro permite la aplicacion controlada de factores
bioactivos.

Las células de la presente invenciéon pueden inducirse a diferenciarse in situ o pueden introducirse in vivo
para proporcionar soporte tréfico a células endégenas. La dosificacion adecuada de implantacién de células en los
seres humanos puede determinarse a partir de la informacion existente relacionada con la actividad de las células o
con la densidad de células para el reemplazo de hueso o cartilago. Esta informaciéon también es Util para calcular
una dosis apropiada de material implantado. Ademas, puede hacerse seguimiento al paciente para determinar si
puede hacerse una implantacién adicional o reducirse el material implantado en consecuencia.

Para potenciar la diferenciacion, la supervivencia o la actividad de las células implantadas, pueden afiadirse
factores bioactivos adicionales, incluidos factores de crecimiento, agentes antiapoptéticos (por ejemplo, EPO,
mimeticuerpo de la EPO, TPO, IGF-I e IGF-ll, HGF, inhibidores de caspasas); antiinflamatorios (por ejemplo,
inhibidores de p38 MAPK, inhibidores de TGF-beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST,
TRANILAST, REMICADE, SIROLIMUS y AINE (farmacos antiinflamatorios no esteroideos, por ejemplo,
TEPOXALIN, TOLMENTIN, SUPROFEN); inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de
calcineurina, tales como ciclosporina, tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS, EVEROLIMUS);
antiproliferativos (por ejemplo, azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona,
hidrocortisona); anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales contra IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab,
daclizumab), anticuerpos policlonales contra linfocitos T (por ejemplo, globulina anti-timocitos (ATG); globulina anti-
linfocitos (ALG); anticuerpo monoclonal contra linfocitos T, OKT3)); antitrombogénicos (por ejemplo, heparina,
derivados de heparina, uroquinasa, PPack (dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona), compuestos
antitrombina, antagonistas de receptores plaquetarios, anticuerpos antitrombina, anticuerpos contra receptores
plaquetarios, aspirina, dipiridamol, protamina, hirudina, inhibidores de prostaglandinas e inhibidores plaquetarios); y
antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina A, acido ascérbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutatién, L-cisteina, N-
acetilcisteina), y anestésicos locales. Para potenciar la vascularizacion y supervivencia del tejido 6seo trasplantado,
pueden afadirse factores angiogénicos tales como VEGF, PDGF o bFGF ya sea en solitario 0 en combinaciéon con
células endoteliales o sus precursoras incluidas células CD34+, CD34+/CD117+.

Como alternativa, las PPDC a trasplantar pueden modificarse por ingenieria genética para que expresen
tales factores de crecimiento, antioxidantes, agentes antiapoptéticos, antiinflamatorios o factores angiogénicos.

Las PPDC pueden utilizarse para tratar enfermedades o afecciones éseas o cartilaginosas o para aumentar
o reemplazar hueso o cartilago. La enfermedad o las afecciones a tratar incluyen, pero no se limitan a, la
osteoartritis, la osteoporosis, la artritis reumatoide, la condrosis deformante, enfermedades de la cavidad oral y
dental (por ejemplo, defectos y fractura dental), reemplazo de articulaciones, anomalias congénitas, fractura 0sea y
tumores (benignos y malignos).

Pueden afiadirse a las células trasplantadas uno o méas de otros componentes, incluidos componentes de la
matriz extracelular seleccionados, tales como uno o mas tipos de colageno conocidos en la técnica, y/o factores de
crecimiento, plasma rico en plaguetas y farmacos. Como alternativa, las células de la invencion pueden modificarse
por ingenieria genética para que expresen y produzcan factores de crecimiento. Los detalles sobre la ingenieria
genética de las células de la invencién se proporcionan mas adelante. Los factores bioactivos que pueden
incorporarse provechosamente en la formulacion de células incluyen agentes antiapoptéticos (por ejemplo, EPO,
mimeticuerpo de la EPO, TPO, IGF-I y IGFIl, HGF, inhibidores de caspasas); antiinflamatorios (por ejemplo,
inhibidores de p38 MAPK, inhibidores de TGF-beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST,
TRANILAST, REMICADE, SIROLIMUS y AINE (farmacos antiinflamatorios no esteroideos, por ejemplo,
TEPOXALIN, TOLMENTIN, SUPROFEN); inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de
calcineurina, tales como ciclosporina, tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS, EVEROLIMUS);
antiproliferativos (por ejemplo, azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona,
hidrocortisona); anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales contra IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab,
daclizumab), anticuerpos policlonales contra linfocitos T (por ejemplo, globulina anti-timocitos (ATG); globulina anti-
linfocitos (ALG); anticuerpo monoclonal contra linfocitos T, OKT3)); antitrombogénicos (por ejemplo, heparina,
derivados de heparina, uroquinasa, PPack (dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona), compuestos
antitrombina, antagonistas de receptores plaquetarios, anticuerpos antitrombina, anticuerpos contra receptores
plaquetarios, aspirina, dipiridamol, protamina, hirudina, inhibidores de prostaglandinas e inhibidores plaquetarios); y
antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina A, acido ascérbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutatién, L-cisteina, N-
acetilcisteina), y anestésicos locales. Por ejemplo, las células pueden administrarse conjuntamente con un factor
inhibidor de cicatrices como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.827.735.

Formulacién de PPDC para el trasplante
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En una forma de realizaciéon no limitativa, se prepara una formulacion que comprende las células de la
invencion para administrarse directamente al sitio en el que se desea la produccién de nuevo tejido 6seo o
cartilaginoso. Por ejemplo, y no a modo de limitacion, las células de la invencién pueden suspenderse en una
solucién de hidrogel para inyeccién. Los ejemplos de hidrogeles adecuados para utilizarse en la invencién incluyen
péptidos de autoensamblaje, tales como RAD16. Como alternativa, puede dejarse endurecer la solucién de hidrogel
que contiene las células, por ejemplo en un molde, para formar una matriz con células dispersadas en la misma
antes de la implantacién. O, una vez que la matriz se ha endurecido, pueden cultivarse las formaciones celulares de
manera que se hagan proliferar las células por mitosis antes de la implantacion. El hidrogel es un polimero organico
(natural o sintético), que se reticula a través de enlaces covalentes, idnicos o de hidrogeno para crear una estructura
reticular abierta tridimensional que inmoviliza las moléculas de agua para formar un gel. Los ejemplos de materiales
gue pueden utilizarse para formar un hidrogel incluyen polisacéaridos tales como alginato y sales del mismo, péptidos,
polifosfazinas y poliacrilatos, que se reticulan iGnicamente, o polimeros de bloque tales como copolimeros de bloque
de 6xido de polietileno-polipropilenglicol que se reticulan mediante la temperatura o el pH, respectivamente. En
algunas formas de realizacion, el soporte para las PPDC de la invencion es biodegradable.

En algunas formas de realizacion de la invencién, la formulacién comprende un gel polimerizable in situ,
como se describe, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos 2002/0022676; Anseth
et al., J. Control Release, 78(1-3): 199-209 (2002); Wang et al., Biomaterials, 24(22): 3969-80 (2003).

En algunas formas de realizacién, los polimeros son al menos parcialmente solubles en soluciones
acuosas, tales como agua, soluciones salinas tamponadas o soluciones alcohdlicas acuosas, que tienen grupos
laterales cargados, o una sal idbnica monovalente de los mismos. Los ejemplos de polimeros con grupos laterales
acidos que pueden hacerse reaccionar con cationes son poli(fosfacenos), poli(acidos acrilicos), poli(acidos
metacrilicos), copolimeros de acido acrilico y acido metacrilico, poli(acetato de vinilo) y polimeros sulfonados, tales
como poliestireno sulfonado. También pueden utilizarse copolimeros que tienen grupos laterales acidos formados
por reaccidon de mondémeros o polimeros de éter vinilico y acido acrilico o metacrilico. Los ejemplos de grupos acidos
son grupos de acido carboxilico, grupos de acido sulfénico, grupos de alcohol halogenado (preferentemente
fluorado), grupos de OH fendlico y grupos de OH &cido.

Los ejemplos de polimeros con grupos laterales basicos que pueden hacerse reaccionar con aniones son
poli(vinilaminas), poli(vinil piridina), poli(vinil imidazol), y algunos polifosfacenos sustituidos con imino. También
pueden formarse la sal de amonio o cuaternaria de los polimeros a partir de los nitrégenos de la cadena principal o
grupos imino colgantes. Los ejemplos de grupos laterales basicos son grupos amino e imino.

El alginato puede reticularse i6nicamente con cationes divalentes, en agua, a temperatura ambiente, para
formar una matriz de hidrogel. Debido a estas condiciones moderadas, el alginato ha sido el polimero mas
comunmente utilizado para la encapsulacion de células de hibridoma, como se describe, por ejemplo, en la patente
de Estados Unidos N° 4.352.883 concedida a Lim. En el proceso de Lim, se suspende una solucién acuosa que
contiene los materiales biolégicos a encapsular en una solucién de un polimero soluble en agua, la suspension se
conforma en gotitas que se configuran en microcapsulas discretas por contacto con cationes multivalentes, a
continuacién la superficie de las microcapsulas se reticula con poliaminoacidos para formar una membrana
semipermeable alrededor de los materiales encapsulados.

Los polifosfacenos son polimeros con cadenas principales que consisten en nitrégeno y fésforo separados
por enlaces sencillos y dobles alternos. Cada atomo de fésforo esta unido covalentemente a dos cadenas laterales.

Los polifosfacenos adecuados para la reticulacion tienen una mayoria de grupos de cadena lateral que son
acidos y capaces de formar puentes de sal con cationes divalentes o trivalentes. Los ejemplos de grupos laterales
acidos preferentes son grupos de acido carboxilico y grupos de acido sulfénico. Los polifosfacenos hidroliticamente
estables estan hechos de mondémeros que tienen grupos laterales de acido carboxilico que se reticulan mediante
cationes divalentes o trivalentes tales como Ca?* o AI**. Pueden sintetizarse polimeros que se degraden mediante
hidrélisis incorporando monémeros con imidazol, éster de aminoacido o grupos laterales de glicerol. Por ejemplo,
puede sintetizarse un poli[bis(carboxilatofenoxi)]fosfaceno (PCPP) polianiénico, que se reticula con cationes
multivalentes disueltos en medios acuosos a temperatura ambiente o inferior para formar matrices de hidrogel.

Los polifosfacenos biodegradables tienen al menos dos tipos diferentes de cadenas laterales, grupos
laterales acidos capaces de formar puentes de sal con cationes multivalentes, y grupos laterales que hidrolizan en
condiciones in vivo, por ejemplo, grupos imidazol, ésteres de aminoéacido, glicerol y glucosilo.

La hidrolisis de la cadena lateral da como resultado la erosion del polimero. Los ejemplos de cadenas
laterales que se hidrolizan son imidizoles sustituidos y no sustituidos y ésteres de aminoacidos en los que el grupo
esta unido al atomo de fésforo a través de un enlace amino (los polimeros de polifosfaceno en los que ambos grupos
R estan fijados de esta manera se conocen como poliaminofosfacenos). Para los poliimidazolfosfacenos, algunos de
los grupos "R" en la cadena principal del polifosfaceno son anillos de imidazol, fijados al fésforo en la cadena
principal a través de un atomo de nitrégeno del anillo. Otros grupos "R" pueden ser residuos organicos que no
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participan en la hidrdlisis, tales como grupos metil fenoxi u otros grupos que se muestran en el articulo cientifico de
Allcock, et al., Macromolecule 10:824 (1977). En la técnica se conocen métodos de sintesis de los materiales de
hidrogel, asi como métodos para preparar tales hidrogeles.

También pueden incluirse en la formulacién otros componentes, incluidos pero no limitados a, cualquiera de
los siguientes: (1) tampones para proporcionar pH e isotonicidad apropiados; (2) lubricantes; (3) materiales viscosos
para retener las células en o cerca del sitio de administracion, incluidos, por ejemplo, alginatos, agares y gomas
vegetales; y (4) otros tipos de células que pueden producir un efecto deseado en el sitio de administracion, tal como,
por ejemplo, potenciacion o modificacion de la formacion de tejido o de sus caracteristicas fisicoquimicas, o como
sustento para la viabilidad de las células, o inhibicién de la inflamacién o el rechazo. Las células pueden cubrirse con
un aposito para heridas apropiado para evitar que las células de abandonen el sitio. Los expertos en la materia
conocen tales apositos para heridas.

Formulacion de un parche de tejido cartilaginoso u 0seo

El cultivo o los cocultivos de PPDC en un pocillo preformado permiten fabricar un parche de tejido de
espesor y volumen predeterminados. El volumen del parche de tejido resultante depende del volumen del pocillo y
del numero de PPDC en el pocillo. Puede prepararse tejido de un volumen predeterminado 6ptimo mediante
experimentacién de rutina modificando uno o ambos de los parametros anteriormente mencionados.

La superficie del pocillo en contacto con la célula puede recubrirse con una molécula que dificulte la
adhesioén de las PPDC a la superficie en contacto con la célula. Los reactivos de recubrimiento preferentes incluyen
reactivos a base de silicio, es decir, reactivos a base de diclorodimetilsilano o politetrafluoroetileno, es decir,
TEFLON. En la técnica se conocen procedimientos para materiales de recubrimiento con reactivos a base de silicio,
especificamente diclorodimetilsilano. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) "Molecular Cloning. A Laboratory
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press. Se entiende que pueden ser Utiles en la practica de la presente
invencioén otros reactivos biocompatibles que impidan la fijacion de las células a la superficie del pocillo.

Como alternativa, el pocillo puede moldearse a partir de un material biocompatible maleable o moldeable
que no permita la fijacion de las células per se. Los materiales preferentes que impiden tal fijacién celular incluyen,
pero no se limitan a, agarosa, vidrio, plastico para cultivo celular sin tratar y politetrafluoroetileno, es decir, TEFLON.
Se dispone en el mercado de plasticos para cultivo celular sin tratar, es decir, plasticos que no han sido tratados con
o elaborados a partir de materiales con carga electrostatica, y pueden adquirirse, por ejemplo, de Falcon Labware,
Becton-Dickinson, Lincoln Park, N.J. Sin embargo, los materiales anteriormente mencionados no pretenden ser
limitativos. Se entiende que puede ser util en la practica de la presente invencién cualquier otro material
biocompatible maleable o0 moldeable que dificulte intrinsecamente la fijacion de las PPDC.

El tamafio y la forma del pocillo pueden determinarse por el tamafio y la forma del defecto del tejido a
reparar. Por ejemplo, se contempla que el pocillo pueda tener una superficie en seccidn transversal de 25 cm®. Esta
es la superficie en seccién transversal media de un céndilo femoral humano adulto. En consecuencia, se prevé que
puede prepararse una sola pieza de cartilago segun la invencion con el fin de revestir todo el condilo femoral. La
profundidad del pocillo es preferentemente superior a aproximadamente 0,3cm y preferentemente de
aproximadamente 0,6 cm de profundidad. El espesor del cartilago articular natural en una union articular de adulto
suele ser de aproximadamente 0,3 cm. Por consiguiente, la profundidad del pocillo debe ser lo suficientemente
grande para permitir que se forme un parche de cartilago de aproximadamente 0,3 cm. El pocillo debe ser lo
suficientemente profundo para contener medio de cultivo que cubra el parche de tejido.

Se contempla que un parche de tejido preparado segun la invencién pueda "recortarse” a un tamafio y una
forma preseleccionados por un cirujano que realiza la reparacién quirtrgica del tejido dafiado. El recorte puede
realizarse utilizando un instrumento afilado de corte, es decir, un bisturi, unas tijeras o un dispositivo artroscopico
equipado con un filo cortante, mediante procedimientos conocidos en la técnica.

El pocillo preformado puede moldearse en un bloque de gel de agarosa en condiciones asépticas. La
agarosa es un material econémico, biocompatible, maleable y moldeable que puede utilizarse para moldear pocillos
preformados, de manera rapida y facil. Como se ha mencionado anteriormente, las dimensiones del pocillo pueden
depender del tamafio del tapdn de tejido resultante que se desea.

Puede prepararse un pocillo preformado vertiendo una solucién caliente de agarosa LT fundida (BioRad,
Richmond, Calif.) en una placa de cultivo tisular que contiene un cilindro, teniendo el cilindro unas dimensiones que
reflejan la forma del pocillo a formar. El experto en la materia puede elegir el tamafio y la forma del pocillo, y pueden
depender de la forma del defecto del tejido a reparar. Una vez la agarosa se ha enfriado y ha solidificado alrededor
del cilindro, se extrae cuidadosamente el cilindro con unas pinzas. La superficie de la placa de cultivo tisular que
gqueda expuesta al eliminar el cilindro se cubre con agarosa fundida. Esto sella la parte inferior del pocillo y
proporciona una superficie adhesiva para las células en la base del pocillo. Cuando la agarosa LT fundida recién
afiadida se enfria y solidifica, el pocillo preformado resultante es adecuado para el cultivo, y para inducir la
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diferenciacion de las PPDC. Sin embargo, se entendera que pueden utilizarse métodos alternativos para preparar un
pocillo preformado (til en la practica de la invencion.

Pueden sembrarse y cultivarse PPDC en suspension en el pocillo preformado. Puede inducirse a las PPDC
a diferenciarse a un fenotipo condrogénico u osteogénico en cultivo en el pocillo o pueden haber sido inducidas a
diferenciarse antes de sembrarse en el pocillo. Las células pueden diluirse afiadiendo medio de cultivo a una
densidad celular de aproximadamente 1 x 10° a1 x 10° PPDC por mililitro.

Las células pueden formar un tapén cohesivo de células. El tapon cohesivo de células puede extraerse del
pocillo e implantarse quirdrgicamente en el defecto tisular. Se prevé que las PPDC indiferenciadas pueden
diferenciarse in situ para formar de ese modo tejido in vivo.

Pueden identificarse defectos cartilaginosos y 6seos por inferencia utilizando la tomografia asistida por
ordenador (exploracién por TAC); examen de rayos X, resonancia magnética (RM), analisis de marcadores de
liquido sinovial o suero, o mediante cualesquiera otros procedimientos conocidos en la técnica. Los defectos en los
mamiferos también son facilmente identificables visualmente durante un examen artroscopico o durante una cirugia
abierta de la articulacion. El tratamiento de los defectos puede efectuarse durante un procedimiento quirargico
abierto o artroscopico utilizando los métodos y las composiciones que se describen en el presente documento.

Por consiguiente, una vez identificado el defecto, éste puede tratarse mediante las siguientes etapas de (1)
implantar quirGrgicamente en el sitio predeterminado un parche de tejido preparado mediante las metodologias
descritas en el presente documento, y (2) permitir que el parche de tejido se integre en el sitio predeterminado.

El parche de tejido tiene éptimamente un tamafio y una forma tales que cuando el parche se implanta en el
defecto, los bordes del tejido implantado quedan directamente en contacto con los bordes del defecto. Ademas, el
parche de tejido puede fijarse en su lugar durante el procedimiento quirdrgico. Esto puede efectuarse fijando
quirargicamente el parche en el defecto con suturas biodegradables y/o aplicando un bioadhesivo a la superficie de
contacto entre el parche y el defecto.

En algunos casos, el tejido dafiado puede extirparse quirdrgicamente antes de implantar el parche de tejido.
Trasplante de PPDC mediante andamiajes

Las células de la invencion o los cocultivos de las mismas pueden sembrarse sobre o en un andamiaje
tridimensional e implantarse in vivo, donde las células sembradas proliferaran sobre el armazén y formaran un tejido
0seo o cartilaginoso de reemplazo in vivo en cooperacion con las células del paciente.

En algunos aspectos de la divulgacion, la matriz comprende tejido descelularizado, tal como matriz
extracelular, lisados celulares (por ejemplo, fracciones celulares solubles), o combinaciones de los mismos, de las
PPDC. En algunas formas de realizacion, la matriz es biodegradable. En algunos aspectos de la invencién, la matriz
comprende polimeros naturales o sintéticos. Las matrices de la invencién incluyen andamiajes, estructuras
reticulares, estructuras de autoensamblaje, y similares, biocompatibles, ya sean biodegradables o no, liquidas o
sélidas. Tales matrices se conocen en la técnica de la terapia celular, la reparacion quirdrgica, la ingenieria de
tejidos y la cicatrizacion de heridas. Preferentemente, las matrices se tratan previamente (por ejemplo, se siembran,
se inoculan, se ponen en contacto) con las células de la invencion. Mas preferentemente, las matrices se pueblan
con células en estrecha asociacion con la matriz o sus espacios. En algunos aspectos de la invencion, las células se
adhieren a la matriz. En algunas formas de realizacion, las células estan contenidas dentro de o entrecruzan los
espacios intersticiales de la matriz. Las mas preferentes son las matrices sembradas en las que las células se
encuentran en estrecha asociacién con la matriz y que, cuando se utilizan terapéuticamente, inducen o sustentan la
increscencia de las células del paciente y/o la angiogénesis adecuada. Las matrices sembradas pueden introducirse
en el cuerpo de un paciente de cualquier manera conocida en la técnica, incluida pero no limitadas a, implantacion,
inyeccion, fijacion quirdrgica, trasplante con otros tejidos, y similares. Las matrices de la invencion pueden
configurarse a la forma y/o al tamafio de un tejido u érgano in vivo.

Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, el andamiaje puede disefiarse de manera que la estructura de
andamiaje: (1) proporcione soporte a las células sembradas sin posterior degradacion; (2) proporcione soporte a las
células desde el momento de la siembra hasta que el trasplante de tejido es remodelado por el tejido del
hospedador; (2) permita que las células sembradas se fijen, proliferen y se desarrollen en una estructura de tejido
con suficiente integridad mecanica para darse soporte a si misma in vitro, momento en el que el andamiaje se
degrada. Se proporciona una revision del disefio del andamiajes en Hutmacher, J. Bioniat. Sci. Polymer Edn.,
12(1):107-124 (2001).

Los andamiajes de la invencion pueden administrarse en combinacion con uno cualquiera o mas de entre
factores de crecimiento, células, por ejemplo células de médula 6sea, condrocitos, condroblastos, osteocitos,
osteoblastos, osteoclastos, células de revestimiento 6seo, 0 sus precursoras, medicamentos u otros componentes
descritos anteriormente que estimulen la formacién de tejido, o mejoren o potencien de otra manera la puesta en
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practica de la invencion. Las PPDC que se sembraran sobre los andamiajes pueden modificarse por ingenieria
genética para que expresen factores de crecimiento o medicamentos.

Las células de la divulgacién pueden utilizarse para producir nuevo tejido in vitro, que a continuacion puede
implantarse, trasplantarse o insertarse de otra manera en un sitio que requiere la reparacion, la sustitucion o el
aumento de tejido en un paciente.

En una forma de realizacion no limitativa de la divulgacién, las células de la invencién se utilizan para
producir un constructo tisular tridimensional in vitro, que a continuaciéon se implanta in vivo. Como un ejemplo de la
produccién de constructos tisulares tridimensionales, véase la patente de Estados Unidos N° 4.963.489. Por
ejemplo, las células de la invencién pueden inocularse o "sembrarse" sobre un andamiaje o armazén tridimensional,
y hacerse proliferar o cultivarse in vitro para formar un tejido vivo que puede implantarse in vivo.

Las células de la invencion pueden cultivarse libremente en un recipiente de cultivo hasta la subconfluencia
o la confluencia, recogerse del cultivo e inocularse sobre un armazén tridimensional. La inoculacién del armazén
tridimensional con una alta concentracién de células, por ejemplo, de aproximadamente 10° a 5 x 10 células por
mililitro, dara como resultado la constitucion del soporte tridimensional en periodos de tiempo relativamente mas
cortos.

Los ejemplos de andamiajes que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen mallas no tejidas,
espumas porosas 0 péptidos de autoensamblaje. Las mallas no tejidas pueden formarse, por ejemplo, utilizando
fibras compuestas por un copolimero absorbible sintético de acidos glicélico y lactico (PGA/PLA), que se vende con
el nombre comercial VICRYL (Ethicon, Inc., Somerville, NJ). También son posibles andamiajes las espumas,
compuestas, por ejemplo, por copolimero poli(epsilon-caprolactona)/poli(acido glicélico) (PCL/PGA), formadas
mediante procesos tales como la criodesecacion, o liofilizadas, como se analiza en la patente de EE.UU.
N° 6.355.699. También pueden utilizarse hidrogeles tales como péptidos de autoensamblaje (por ejemplo, RAD16).
Estos materiales se utilizan frecuentemente como soportes para el crecimiento de tejido.

El armazon tridimensional puede estar hecho de materiales ceramicos, incluidos pero no limitados a: mono,
di, tri, alfa-tri, beta-tri y tetra-fosfato calcico, hidroxiapatita fluoroapatitas, sulfatos calcicos, fluoruros calcicos, 6xidos
de calcio, carbonatos célcicos, fosfatos de calcio y magnesio, vidrios biolégicamente activos tales como BIOGLASS
(Universidad de Florida, Gainesville, FL), y mezclas de los mismos. Existen varios materiales ceramicos
biocompatibles porosos adecuados actualmente disponibles en el mercado comercial tales como SURGIBON
(Unilab Surgibone, Inc., Canada), ENDOBON (Merck Biomaterial France, Francia), CEROS (Mathys, A.G., Bettlach,
Suiza) e INTERPORE (Interpore, Irvine, CA, Estados Unidos), y productos de injerto éseo de colageno mineralizado
tales como HEALOS (Orquest, Inc., Mountain View, CA) y VITOSS, RHAKOSS y CORTOSS (Orthovita, Malvern,
PA). El armazén puede ser una mixtura, mezcla o composite de materiales naturales y/o sintéticos. En algunas
formas de realizacion, el andamiaje esta en forma de jaula. En una forma de realizacion preferente, el andamiaje
esta recubierto con colageno.

Segun una forma de realizacion preferente, el armazén es un fieltro, que puede estar compuesto por un hilo
multiflamento hecho de un material bioabsorbible, por ejemplo, copolimeros o mixturas de PCL, PLA, PGA, o acido
hialurénico. El hilo se convierte en un fieltro mediante técnicas convencionales de procesamiento textil que consisten
en prensado, corte, cardado y punzonado.

En otra forma de realizacién preferente, las células de la invencion se siembran sobre los andamiajes de
espuma que pueden ser estructuras composite. Ademas, el armazon tridimensional puede moldearse en una forma
util, tal como la de la parte externa de la oreja, un hueso, articulacion u otra estructura especifica del cuerpo a
reparar, reemplazar o aumentar.

En otra forma de realizacién preferente, las células de la invencion se siembran sobre un armazén que
comprende un dispositivo protésico para su implantacién en un paciente, tal como se describe en la patente de
Estados Unidos N° 6.200.606. Tal como se describe en la misma, se han desarrollado diversos dispositivos
protésicos clinicamente Utiles para su uso en procedimientos de injerto 6seo y cartilaginoso (véase, por ejemplo
Bone Grafts and Bone Substitutions. Ed. M.B. Habal y A.H. Reddi, W.B. Saunders Co., 1992). Por ejemplo, se han
utilizado y siguen siendo ampliamente utilizados en el entorno clinico dispositivos de reemplazo de rodilla y cadera
eficaces. Muchos de estos dispositivos se fabrican utilizando diversos materiales inorganicos que tienen baja
actividad inmunogénica, que funcionan de forma segura en el cuerpo. Los ejemplos de materiales sintéticos que han
sido ensayados y probados incluyen aleaciones de titanio, fosfato célcico, hidroxiapatita ceramica, y diversas
aleaciones de acero inoxidable y cobalto-cromo. Estos materiales proporcionan soporte estructural y pueden formar
un andamiaje en el que puede darse la vascularizacion y migracion celular del hospedador. La presente invencién
proporciona una fuente de células que puede utilizarse para "sembrar" tales dispositivos protésicos. En la forma de
realizacién preferente, las PPDC se mezclan primero con un material de soporte antes de aplicarse a un dispositivo.
Los materiales de soporte adecuados conocidos para los expertos en la materia incluyen, pero no se limitan a,
gelatina, fibrina, colageno, almidén, polisacaridos, sacaridos, proteoglicanos, polimeros sintéticos, fosfato calcico o
materiales ceramicos.
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El armazén puede tratarse antes de la inoculacion de las células de la invencién con el fin de potenciar la
fijacion celular. Por ejemplo, antes de la inoculacién con las células de la invencion, podrian tratarse matrices de
nailon con acido acético 0,1 molar e incubarse en polilisina, PBS y/o colageno para recubrir el nailon. Podria tratarse
poliestireno de manera similar utilizando acido sulfdrico.

Ademas, las superficies externas del armazén tridimensional pueden modificarse para mejorar la fijacion o
el crecimiento de las células y la diferenciacién del tejido, tal como mediante el recubrimiento por plasma del
armazén o la adiciébn de una o mas proteinas (por ejemplo, colagenos, fibras elasticas, fibras reticulares),
glicoproteinas, glicosaminoglicanos (por ejemplo, sulfato de heparina, condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato,
sulfato de dermatano, sulfato de queratina), una matriz celular y/u otros materiales tales como, pero sin limitarse a,
gelatina, alginatos, agar, agarosa y gomas vegetales, entre otros.

En algunas formas de realizacion, el andamiaje esta compuesto por o esta tratado con materiales que lo
hacen no trombogénico. Estos tratamientos y materiales también estimulan y sustentan el crecimiento endotelial, la
migracion y la deposicién de matriz extracelular. Los ejemplos de estos materiales y tratamientos incluyen, pero no
se limitan a, materiales naturales tales como proteinas de la membrana basal tales como laminina y colageno tipo IV,
materiales sintéticos tales como ePTFE, y siliconas de poliuretanourea segmentadas, tales como PURSPAN (The
Polymer Technology Group, Inc., Berkeley, CA). Estos materiales pueden tratarse adicionalmente para hacer el
andamiaje no trombogénico. Tales tratamientos incluyen antitrombéticos tales como la heparina, y tratamientos que
modifican la carga superficial del material tal como el recubrimiento por plasma.

En algunas formas de realizacién, la superficie del andamiaje tiene textura. Por ejemplo, en algunos
aspectos de la invencion, el armazén estd provisto de un patron de surcos y salientes. Los surcos son
preferentemente inferiores a aproximadamente 500 micrémetros, mas preferentemente inferiores a
aproximadamente 100 micrometros, y lo mas preferentemente entre aproximadamente 10 nandémetros y 10
micrometros. Tales "microsurcos” permiten que las células se alineen y/o migren guiadas por los surcos de la
superficie. Véase, por ejemplo, Odontology. 2001; 89(1):2-11. El andamiaje con textura puede utilizarse, por ejemplo,
como implante dental.

En algunas formas de realizacién, es importante recrear en cultivo el microambiente celular que se
encuentra in vivo, de manera que pueda variar el grado de crecimiento de las células de la invencion antes de su
implantacion in vivo o uso in vitro. Ademas, pueden afiadirse al medio de cultivo factores de crecimiento, agentes
inductores de la diferenciacién condrogénica, agentes inductores osteogénicos y factores angiogénicos antes de,
durante o después de la inoculacion de las células para activar la diferenciacion y la formacion de tejido por las
PPDC o cocultivos de las mismas.

Puede modificarse el armazén tridimensional de manera que se potencie el crecimiento de las células y la
produccion de tejido sobre el mismo, o de manera que se reduzca el riesgo de rechazo del implante. Por lo tanto,
pueden afiadirse al armazon uno o mas compuestos bioldgicamente activos, incluidos pero no limitados a,
antiinflamatorios, inmunosupresores o factores de crecimiento.

Usos terapéuticos de la matriz extracelular o lisad o celular derivados de las PPDC

Como alternativa a la implantacion de las células de la invencién, o al tejido vivo producido a partir de las
mismas, la divulgacién describe un componente o producto de las PPDC, tal como la matriz extracelular (ECM) o el
lisado celular producidos por esas células para su uso en la reparacion, la sustitucion o el aumento tisular.

En algunas formas de realizacion, después de haberse cultivado in vitro las células de la invencion, tal
como, por ejemplo, utilizando un sistema de andamiaje tridimensional que se describe en el presente documento, de
manera que se haya secretado sobre el armazén una cantidad deseada de ECM. En una forma de realizacion de la
divulgacion, una vez la ECM es secretada sobre el armazon, pueden extraerse las células. La ECM puede
procesarse para su uso posterior, por ejemplo, como preparacién inyectable.

En algunas formas de realizacion de la divulgacion, se destruyen las células y se extraen del armazon
restos celulares (por ejemplo, membranas celulares). Este proceso puede llevarse a cabo de varias maneras
diferentes. Por ejemplo, el tejido vivo puede congelarse instantaneamente en nitrégeno liquido sin un
crioconservante, o el tejido puede sumergirse en agua destilada estéril de manera que las células estallen en
respuesta a la presién osmética. Una vez muertas las células, pueden romperse las membranas celulares y
extraerse los restos celulares tratdndolos con un aclarado con detergente suave, como EDTA, CHAPS o un
detergente zwitteridnico. Una ventaja de utilizar un aclarado con detergente suave es que solubiliza las proteinas
unidas a la membrana, que con frecuencia son muy antigénicas.

Como alternativa, el tejido puede digerirse enzimaticamente y/o extraerse con reactivos que rompen las
membranas celulares. Los ejemplos de tales enzimas incluyen, pero no se limitan a, hialuronidasa, dispasa,
proteasas y nucleasas (por ejemplo, desoxirribonucleasa y ribonucleasa). Los ejemplos de detergentes incluyen
detergentes no iénicos tales como, por ejemplo, alcohol alquilarilpoliéter (TRITON®X-100), octilfenoxi polietoxi-
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etanol (Rohm y Haas Philadelphia, PA), BRIJ-35, un lauril éter de polietoxietanol (Atlas Chemical Co., San Diego,
CA), polisorbato 20 (Tween 20®), un monolaureato de polietoxietanol sorbitan (Rohm y Haas), lauril éter de
polietileno (Rohm y Haas); y detergentes iénicos tales como, por ejemplo, dodecil sulfato sddico, alcoholes alifaticos
superiores sulfatados, alcanos sulfonados y alquilarenos sulfonados que contienen de 7 a 22 atomos de carbono en
una cadena ramificada o no ramificada.

Los andamiajes que comprenden la ECM pueden utilizarse terapéuticamente como se ha descrito
anteriormente. Como alternativa, la ECM puede recogerse del andamiaje. La recogida de la ECM puede lograrse de
diversas maneras, dependiendo, por ejemplo, de si el andamiaje es biodegradable o no biodegradable. Por ejemplo,
si el armazoén no es biodegradable, la ECM puede extraerse sometiendo el armazoén a sonicacion, chorros de agua a
alta presion, raspado mecanico o tratamiento suave con detergentes o enzimas, o cualquier combinacién de lo
anterior.

Si el armazén es biodegradable, la ECM puede recogerse, por ejemplo, permitiendo que el armazén se
degrade o disuelva en solucion. Como alternativa, si el armazén biodegradable esta compuesto por un material que
puede en si inyectarse junto con la ECM, el armazén y la ECM pueden procesarse in toto para su posterior
inyeccion. Como alternativa, la ECM puede extraerse del armazén biodegradable mediante cualquiera de los
métodos descritos anteriormente para la recogida de ECM desde un armazon no biodegradable. Todos los procesos
de recogida se disefian preferentemente para no desnaturalizar la ECM o el lisado celular producidos por las células
de la divulgacion.

Una vez recogida la ECM, ésta puede procesarse adicionalmente. La ECM puede homogeneizarse hasta
particulas finas mediante técnicas conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, mediante sonicacién, de manera
que puedan pasar a través de una aguja quirargica. Los componentes de la ECM pueden reticularse, si se desea,
mediante irradiacion gamma. Preferentemente, la ECM puede irradiarse entre 0,25 mega rads y 2 mega rads para
esterilizar y reticular la ECM. Resulta posible la quimica de reticulacion utilizando agentes que sean téxicos, tal como
el glutaraldehido, pero generalmente no resulta preferente.

Los lisados celulares preparados a partir de las poblaciones de las células derivadas posparto de la
divulgacion también tienen muchas utilidades. En una forma de realizacion, se preparan lisados de células enteras,
por ejemplo, rompiendo las células sin posterior separacion de las fracciones celulares. En otra forma de realizacién,
se separa una fraccion de membrana celular a partir de una fraccion soluble de las células mediante métodos de
rutina conocidos en la técnica, por ejemplo, centrifugacion, filtracion, o métodos similares. El uso de fracciones
celulares solubles in vivo permite utilizar en un paciente el medio intracelular beneficioso sin provocar rechazo o una
respuesta adversa. En la técnica se conocen métodos para lisar células e incluyen diversos medios de rotura
mecanica, rotura enzimatica o rotura quimica, o combinaciones de los mismos. Tales lisados celulares pueden
prepararse a partir de células directamente en su medio de crecimiento y, por lo tanto, que contiene factores de
crecimiento secretados y similares, o pueden prepararse a partir de células limpias de medio, por ejemplo, PBS u
otra solucion. Las células lavadas pueden resuspenderse a concentraciones superiores a la densidad de poblacion
original, si resulta preferente. Los lisados celulares preparados a partir de poblaciones de células derivadas posparto
pueden utilizarse tal como estan, concentrarse adicionalmente mediante, por ejemplo, ultrafiltracion o liofilizacién, o
incluso secarse, purificarse parcialmente, combinarse con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables
como se conocen en la técnica, o combinarse con otros compuestos tales como sustancias biolégicas, por ejemplo
composiciones de proteinas farmacéuticamente (tiles. Los lisados celulares pueden utilizarse in vitro o in vivo, en
solitario o por ejemplo, con células. Los lisados celulares, si se introduce in vivo, pueden introducirse localmente en
un sitio de tratamiento, o a distancia para proporcionar a un paciente, por ejemplo, los factores de crecimiento celular
necesarios.

Las cantidades y/o relaciones de proteinas pueden ajustarse mezclando la ECM o el lisado celular
producidos por las células de la invencion con una ECM o un lisado celular de uno o méas de otros tipos celulares.
Ademas, pueden incorporarse en la preparacién de ECM o lisado celular sustancias biolégicamente activas tales
como proteinas, factores de crecimiento y/o medicamentos. Las sustancias biolégicamente activas de ejemplo
incluyen antiinflamatorios y factores de crecimiento que promueven la curacién y la reparacion tisular. Las células
pueden administrarse conjuntamente con las ECM o los lisados celulares. Puede formularse una ECM o un lisado
celular de las PPDC para la administracién como se ha descrito anteriormente para las PPDC.

El procedimiento descrito anteriormente para preparar una ECM o un lisado celular inyectables se lleva a
cabo preferentemente en condiciones estériles utilizando materiales estériles. La ECM o el lisado celular procesados
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable pueden inyectarse por via subcutanea o por via intradérmica para tratar
afecciones Oseas o cartilaginosas, por ejemplo, aumentando el tejido o reparando o corrigiendo anomalias
congénitas, defectos adquiridos o defectos cosméticos.

Uso de las PPDC para el deteccién in vitro de la efic  acia o toxicidad de farmacos

Las células y los tejidos de la invencién pueden utilizarse in vitro para cribar una gran diversidad de
compuestos para determinar la eficacia y citotoxicidad de agentes farmacéuticos, factores de
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crecimiento/reguladores, antiinflamatorios. Con este fin, las células de la invencion, o los cultivos tisulares descritos
anteriormente, se mantienen in vitro y se exponen al compuesto a ensayar. La actividad de un compuesto citotdxico
puede medirse por su capacidad para dafar o matar las células en cultivo. Esto puede evaluarse facilmente
mediante técnicas de tincion vital. El efecto de los factores de crecimiento/regulacion puede evaluarse analizando el
numero de células vivas in vitro, por ejemplo, mediante recuentos totales de células y recuentos diferenciales de
células. Esto puede lograrse utilizando técnicas citolégicas y/o histolégicas convencionales, incluido el uso de
técnicas inmunocitoquimicas mediante anticuerpos que definen los antigenos celulares especificos del tipo. Puede
evaluarse el efecto de diversos farmacos sobre las células de la invencién ya sea en cultivo en suspension o en el
sistema tridimensional descrito anteriormente.

Las células y los tejidos de la invencion pueden utilizarse como sistemas modelo para el estudio de estados
fisiolégicos o patolégicos. Por ejemplo, las articulaciones que estan inmovilizadas sufren de forma relativamente
rapida en varios aspectos. La actividad metabdlica de los condrocitos parece afectada, ya que pronto se observa una
pérdida de proteoglicanos y un aumento del contenido de agua. El aspecto blanco y reluciente normal del cartilago
cambia a un color apagado y azulado, y el espesor del cartilago se reduce. Sin embargo, aln no esta claro qué
grado de este cambio se debe a la deficiencia nutricional versus al grado debido a un desajuste de la homeostasis
metabdlica dependiente del estrés. Las células y los tejidos de la invencion pueden utilizarse para determinar las
necesidades nutricionales del cartilago en diferentes condiciones fisicas, por ejemplo, presurizacion intermitente, y
mediante una accién de bombeo del medio nutriente dentro y fuera del constructo cartilaginoso. Esto puede ser
especialmente Util para estudiar las causas subyacentes a la disminucion de la resistencia a la traccion relacionada
con la edad o relacionada con la lesion de, por ejemplo, un cartilago articular, por ejemplo, en la rodilla, que
predispone al cartilago debilitado a una lesion traumatica.

Las células y los tejidos de la invencién también pueden utilizarse para estudiar el mecanismo de accién de
las citocinas, los factores de crecimiento y los mediadores inflamatorios, por ejemplo, IL-1, TNF y las
prostaglandinas. Ademas, pueden cribarse agentes farmacéuticos y/o citotoxicos para detectar los mas eficaces
para un paciente en particular, tal como los que reducen o previenen la resorcién de cartilago o hueso, o potencian
de otra manera el crecimiento equilibrado de los mismos. Los agentes que hayan demostrado ser eficaces in vitro
podrian utilizarse para tratar al paciente terapéuticamente.

Uso de las PPDC para producir moléculas bioldgicas

En una forma de realizacion adicional, las células de la invencion pueden cultivarse in vitro para producir
productos biolégicos con alto rendimiento. Por ejemplo, tales células, que producen de forma natural un producto
bioldgico particular de interés (por ejemplo, un factor de crecimiento, un factor regulador o una hormona peptidica), o
gue han sido modificadas por ingenieria genética para que produzcan un producto biolégico, podrian someterse a
proliferacién clonal utilizando, por ejemplo, el sistema de cultivo tridimensional descrito anteriormente. Si las células
excretan el producto biolégico en el medio nutriente, el producto puede aislarse facilmente a partir del medio
acondicionado o gastado mediante técnicas de separacion convencionales, por ejemplo, tales como la precipitacion
diferencial de proteinas, la cromatografia de intercambio idnico, la cromatografia de filtracion en gel, la electroforesis
y la cromatografia de liquidos de alto rendimiento. Puede utilizarse un "biorreactor" para aprovechar el método de
flujo para alimentar, por ejemplo, un cultivo tridimensional in vitro.

Béasicamente, a medida que se hacen pasar los medios recién preparados por el cultivo tridimensional, el
producto biolégico se elimina por lavado del cultivo y, a continuacién, puede aislarse del efluente, como se ha
indicado anteriormente.

Como alternativa, un producto biolégico de interés puede permanecer dentro de la célula y, por tanto, su
recogida puede hacer necesario lisar las células. A continuacién, el producto biolégico puede purificarse utilizando
una cualquiera o mas de las técnicas anteriormente mencionadas.

Kits

Las PPDC de la invencion y los componentes y productos de la divulgacién pueden emplearse de manera
practica como parte de un kit, por ejemplo, para el cultivo o la implantacion. Por consiguiente, la divulgacion describe
un kit que incluye las PPDC y componentes adicionales, tales como una matriz (por ejemplo, un andamiaje), agentes
hidratantes (por ejemplo, soluciones salinas fisiol6gicamente compatibles, medios de cultivo celular preparados),
sustratos de cultivo celular (por ejemplo, placas de cultivo, placas, viales, etc.), medios de cultivo celular (ya sea en
forma liquida o en polvo), compuestos antibiéticos, hormonas, y similares. Aunque el kit puede incluir cualquiera de
tales componentes, incluye preferentemente todos los ingredientes necesarios para su uso previsto. Si se desea, el
kit también puede incluir células (por lo general crioconservadas), que pueden sembrarse en la estructura reticular
como se describe en el presente documento.

En otro aspecto, la invencion proporciona kits que utilizan las PPDC, poblaciones de PPDC, de la invencién,

componentes y productos de las PPDC de la divulgacién en varios métodos para el aumento, la regeneracion y la
reparacion como se ha descrito anteriormente. En algunas formas de realizacion, los kits pueden incluir una o mas

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2552226713

poblaciones celulares, incluidas al menos PPDC y un vehiculo farmacéuticamente aceptable (liquido, semisdlido o
sélido). Los kits también pueden incluir opcionalmente un medio de administracion de las células, por ejemplo
mediante inyeccién. Los kits pueden incluir adicionalmente instrucciones para el uso de las células. Los kits
preparados para su uso en hospitales de campafia, como por ejemplo para uso militar, pueden incluir suministros
para todo el procedimiento, incluidos los andamiajes tisulares, las suturas quirdrgicas, y similares, en los que las
células se utilizaran junto con la reparacion de lesiones agudas. Los kits para ensayos y métodos in vitro como se
describen en el presente documento pueden contener uno o mas de (1) PPDC o componentes o productos de las
PPDC, (2) reactivos para poner en practica el método in vitro, (3) otras células o poblaciones celulares, cuando
proceda, y (4) instrucciones para llevar a cabo el método in vitro.

Crioconservacion y creacion de un banco de PPDC

Las PPDC de la invencion pueden crioconservarse y mantenerse o almacenarse en un "banco de células".
La crioconservacion de las células de la invencion puede llevarse a cabo segin métodos conocidos. Por ejemplo,
pero no a modo de limitacion, las células pueden suspenderse en un "medio congelante", tal como, por ejemplo, un
medio de cultivo que comprende adicionalmente del 0 al 95 por ciento de FBS y del 0 al 10 por ciento de
dimetilsulfoxido (DMSO), con o sin un 5 a 10 por ciento de glicerol, a una densidad, por ejemplo, de
aproximadamente 0,5 a 10 x 10° células por mililitro. EI medio de crioconservacién puede comprender agentes de
crioconservacion, incluidos pero no limitados a, metilcelulosa. Las células se dispensan en ampollas de vidrio o
plastico, que a continuacion se sellan y se transfieren a la caAmara de congelacion de un congelador de velocidad
controlada. La velocidad 6ptima de congelacion puede determinarse empiricamente. Un congelador de velocidad
programable por ejemplo, puede dar un cambio de temperatura de -1°C a -10°C por minuto. La temperatura de
crioconservacion preferente es de aproximadamente -80°C a aproximadamente -180°C, mas preferentemente es de
aproximadamente -90°C a aproximadamente -160°C, y lo mas preferentemente es de aproximadamente -125°C a
aproximadamente -140°C. Las células crioconservadas se transfieren preferentemente a nitrégeno liquido antes de
descongelarse para su uso. En algunas formas de realizacion, por ejemplo, una vez que las ampollas han alcanzado
aproximadamente -90°C, se transfieren a un area de almacenamiento con nitrégeno liquido. Las células
crioconservadas pueden almacenarse durante un periodo de afios.

Las células crioconservadas de la invencion constituyen un banco de células, porciones de las cuales
pueden "sacarse" mediante descongelacién y, a continuacion, utilizarse seglin sea necesario. La descongelacién
generalmente debe llevarse a cabo rapidamente, por ejemplo, transfiriendo una ampolla de nitrégeno liquido a un
bafio de agua a 37°C. Los contenidos descongelados de la ampolla deben transferirse inmediatamente en
condiciones estériles a un recipiente de cultivo que contenga un medio apropiado tal como DMEM acondicionado
con FBS al 10 por ciento.

En todavia otro aspecto, la divulgacion proporciona también la creacion de un banco de tejidos, células,
componentes celulares y poblaciones celulares de la invencion. Como se ha analizado anteriormente, las células se
crioconservan facilmente. Por consiguiente, la divulgaciéon proporciona métodos de crioconservacion de células en
un banco, en el que las células se almacenan congeladas y se asocian con una caracterizacion completa de las
células en base a las propiedades inmunitarias, bioquimicas y genéticas de las células. Las células asi congeladas
pueden utilizarse para un tratamiento autélogo, singénico o alogénico, dependiendo de los requisitos del
procedimiento y de las necesidades del paciente. Preferentemente, la informacion sobre cada muestra
crioconservada se almacena en un ordenador, que puede consultarse en base a las necesidades del cirujano, del
procedimiento y del paciente, realizandose coincidencias adecuadas en base a la caracterizacion de las células o
poblaciones. Preferentemente, las células de la invencion se cultivan y se hacen proliferar hasta la cantidad de
células deseada y se preparan composiciones de células terapéuticas ya sea por separado o como cocultivos, en
presencia o ausencia de una matriz o soporte. Aunque para algunas aplicaciones puede ser preferente utilizar
células recién preparadas, el resto pueden crioconservarse y guardarse en el banco congelando las células e
introduciendo la informacion en el ordenador para asociar la entrada de ordenador con las muestras. Aun cuando no
es necesario hacer coincidir una fuente o donante con un receptor de tales células, con fines inmunitarios, el sistema
del banco hace que sea facil hacer coincidir, por ejemplo, las propiedades bioquimicas o genéticas deseables de las
células del banco con las necesidades terapéuticas. Tras hacer coincidir las propiedades deseadas con una muestra
del banco, la muestra se recupera, y se prepara para Su uso terapéutico. También pueden conservarse
componentes o lisados celulares preparados como se describe en el presente documento (por ejemplo,
crioconservados, liofilizados) y crearse bancos de los mismos segun la presente divulgacion.

Los siguientes ejemplos describen varios aspectos de formas de realizacion de la invencion con mayor
detalle. Estos ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente, no para limitar, aspectos de la invencién que se
describen en el presente documento.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

Derivacién de células a partir de tejidos posparto
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El objetivo de este estudio era obtener poblaciones de células a partir de tejidos placentario y de cordén
umbilical. Se obtuvieron cordon umbilical y placenta posparto tras el nacimiento de un embarazo a término o
prematuro. Las células se recolectaron de 5 donantes distintos de tejido de cordén umbilical y placentario. Se
ensayaron diferentes métodos de aislamiento de células en cuanto a su capacidad para producir células con: 1) el
potencial de diferenciarse a células con diferentes fenotipos, o 2) el potencial de proporcionar factores troficos
criticos utiles para otras células y tejidos.

Métodos y materiales

Derivacion de células de cordén umbilical . Se obtuvieron cordones umbilicales del National Disease
Research Interchange (NDRI, Filadelfia, PA). Los tejidos se obtuvieron tras partos normales. El protocolo de
aislamiento de células se realizd asépticamente en una campana de flujo laminar. Para eliminar la sangre y los
residuos, se lavo el cordon umbilical en solucion salina tamponada con fosfato (PBS; Invitrogen, Carlsbad, CA) en
presencia de antimicético y antibiotico (100 unidades/mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de
estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B (Invitrogen Carlsbad, CA)). A continuacion, se disociaron
mecanicamente los tejidos en placas de cultivo tisular de 150 cm? en presencia de 50 mililitros de medio (DMEM con
bajo contenido de glucosa o DMEM con alto contenido de glucosa; Invitrogen), picando el tejido finamente hasta
obtener una pulpa fina. Los tejidos picados se transfirieron a tubos cénicos de 50 mililitros (aproximadamente 5
gramos de tejido por tubo). A continuacion, se digirid el tejido en medio DMEM con bajo contenido de glucosa o en
medio DMEM con alto contenido de glucosa, conteniendo cada uno antimicético y antibiético (100 unidades/mililitro
de penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B (Invitrogen)) y
enzimas de digestion. En algunos experimentos, se utilizd una mezcla enzimatica de colagenasa y dispasa ("C:D";
colagenasa (Sigma, St. Louis, MO), 500 unidades/mililitro, y dispasa (Invitrogen), 50 unidades/mililitro en medio
DMEM con bajo contenido de glucosa). En otros experimentos se utilizd una mezcla de colagenasa, dispasa y
hialuronidasa ("C:H:D") (colagenasa, 500 unidades/mililitro; dispasa, 50 unidades/mililitro, y hialuronidasa (Sigma), 5
unidades/mililitro, en DMEM con bajo contenido de glucosa). Los tubos cénicos que contenian el tejido, el medio y
las enzimas de digestion se incubaron a 37°C en un agitador orbital (Environ, Brooklyn, NY) a 225 rpm durante 2
horas.

Después de la digestion, los tejidos se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos, y se aspiré el
sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 20 mililitros de Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de
glucosa (Invitrogen), suero bovino fetal al 15 por ciento (v/v) (FBS; suero bovino definido; lote n°® AND18475;
Hyclone, Logan, UT), 2-mercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma), 100 unidades/mililitro de penicilina, 100
microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
suspension celular se filtré a través de un filtro celular de nailon de 70 micrometros (BD Biosciences). Se hizo pasar
por el filtro un aclarado de 5 mililitros mas que comprendia Medio de crecimiento. A continuacion, se hizo pasar la
suspension celular por un filtro celular de nailon de 40 micrémetros (BD Biosciences) y seguido de un aclarado de 5
mililitros mas de Medio de crecimiento.

El filtrado se resuspendié en Medio de crecimiento (un volumen total de 50 ml) y se centrifugd a 150 x g
durante 5 minutos. El sobrenadante se aspird, y las células se resuspendieron en 50 mililitros de Medio de
crecimiento recién preparado. Este proceso se repitié dos veces mas.

Tras la centrifugacion final, el sobrenadante se aspird y el sedimento celular se resuspendié en 5 mililitros
de Medio de crecimiento recién preparado. El nimero de células viables se determiné mediante tincion con azul de
tripano. A continuacion, Las células se cultivaron en condiciones normales.

Las células aisladas a partir de células de cordon umbilical se sembraron a 5.000 células/cm? en matraces
en T de 75 cm? recubiertos con gelatina (Corning Inc., Corning, NY) en Medio de crecimiento (DMEM con bajo
contenido de glucosa (Invitrogen), suero bovino definido al 15 por ciento (v/v) (Hyclone, Logan, UT; lote
n°® AND18475), 2-mercaptoetanol al 0,001 por ciento (v/v) (Sigma), 100 unidades/mililitro de penicilina, 100
microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B (Invitrogen)). Al cabo de
aproximadamente 2-4 dias, se aspir6 de los matraces el medio gastado. Las células se lavaron tres veces con PBS
para eliminar los residuos y las células de origen sanguineo. A continuacién, se reabastecio a las células con Medio
de crecimiento y se dejaron crecer hasta la confluencia (aproximadamente 10 dias del pase 0 al pase 1). En pases
posteriores (del pase 1 al 2, etc.), las células alcanzaron la subconfluencia (75-85 por ciento de confluencia) en 4-5
dias. Para estos pases posteriores, las células se sembraron a 5000 células/cm?. Las células se cultivaron en una
incubadora humidificada con diéxido de carbono al 5 por ciento y oxigeno al 20 por ciento, a 37°C.

Aislamiento de las células placentarias . Se obtuvo tejido placentario del NDRI (Filadelfia, PA). Los tejidos
eran de un embarazo y se obtuvieron en el momento de un parto quirirgico normal. Se aislaron células placentarias
como se describe para el aislamiento de las células de cordon umbilical.

El siguiente ejemplo se refiere al aislamiento de poblaciones distintas de células de origen materno y de
origen neonatal de tejido placentario.
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El protocolo de aislamiento celular se realizé asépticamente en una campana de flujo laminar. El tejido
placentario se lavo en solucién salina tamponada con fosfato (PBS; Invitrogen, Carlsbad, CA) en presencia de
antimicético y antibiético (100 U/mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25
microgramos/mililitro de anfotericina B; Invitrogen) para eliminar la sangre y los residuos. A continuacion, se
secciono el tejido placentario en tres secciones: la linea superior (lado o aspecto neonatal), la linea media
(aislamiento de células mixtas, neonatales y maternas, o zona de las vellosidades) y la linea inferior (lado o aspecto
materno).

Las secciones separadas se lavaron individualmente varias veces en PBS con antibidtico/antimicético para
eliminar adicionalmente la sangre y los residuos. A continuacion, cada seccion se disoci6 mecanicamente en placas
de cultivo tisular de 150 cm® en presencia de 50 mililitros de DMEM con bajo contenido de glucosa (Invitrogen) hasta
obtener una pulpa fina. La pulpa se transfirié a tubos cénicos de 50 mililitros. Cada tubo contenia aproximadamente
5 gramos de tejido. El tejido se digiri6 en medio DMEM con bajo contenido de glucosa o en medio DMEM con alto
contenido de glucosa que contenia antimicético y antibiético (100 unidades/mililitro de penicilina, 100
microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B (Invitrogen)) y enzimas de
digestion. En algunos experimentos se utilizd una mezcla enzimatica de colagenasa y dispasa ("C:D") que contenia
colagenasa (Sigma, St. Louis, MO) a 500 unidades/mililitro y dispasa (Invitrogen) a 50 unidades/mililitro en medio
DMEM con bajo contenido de glucosa. En otros experimentos se utiliz6 una mezcla de colagenasa, dispasa y
hialuronidasa (C:H:D) (colagenasa, 500 unidades/mililitro; dispasa, 50 unidades/mililitro, y hialuronidasa (Sigma), 5
unidades/mililitro en DMEM con bajo contenido de glucosa). Los tubos cénicos que contenian el tejido, el medio y las
enzimas de digestion se incubaron durante 2 horas a 37°C en un agitador orbital (Environ, Brooklyn, NY) a 225 rpm.

Después de la digestion, los tejidos se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos, el sobrenadante
resultante se retiré por aspiracién. El sedimento se resuspendié en 20 mililitros de Medio de crecimiento (DMEM con
bajo contenido de glucosa (Invitrogen), suero bovino fetal al 15% (v/v) (FBS; suero bovino definido; lote
n® AND18475; Hyclone, Logan, UT), 2-mercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO),
antibiético/antimicético (100 U/mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25
microgramos/mililitro de anfotericina B; Invitrogen)). La suspension celular se filtr6 a través de un filtro celular de
nailon de 70 micrémetros (BD Biosciences), seguido de un aclarado con 5 mililitros mas de Medio de crecimiento. La
suspension celular total se hizo pasar a través de un filtro celular de nailon de 40 micrémetros (BD Biosciences),
seguido de 5 mililitros mas de Medio de crecimiento como aclarado.

El filtrado se resuspendié en Medio de crecimiento (un volumen total de 50 ml) y se centrifugd a 150 x g
durante 5 minutos. El sobrenadante se aspird y el sedimento celular se resuspendié en 50 mililitros de Medio de
crecimiento recién preparado. Este proceso se repiti6 dos veces mas. Después de la centrifugaciéon final, el
sobrenadante se aspir6 y el sedimento celular se resuspendié6 en 5 mililitros de Medio de crecimiento recién
preparado. Se determiné un recuento de células mediante el ensayo de exclusion con azul de tripano. A
continuacion, las células se cultivaron en condiciones normales.

Aislamiento de células con LIBERASE (Boehringer Mannh  eim Corp., Indianapolis, IN) . Se aislaron
células a partir de cordon umbilical en medio DMEM con bajo contenido de glucosa con LIBERASE (Boehringer
Mannheim Corp., Indianapolis, IN) (2,5 miligramos por mililitro, Blendzyme 3; Roche Applied Sciences, Indianapolis,
IN) y hialuronidasa (5 unidades/mililitro, Sigma). La digestion del tejido y el aislamiento de las células fueron como se
ha descrito para otras digestiones con proteasas anteriormente indicadas utilizando una mezcla de LIBERASE
(Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN)/hialuronidasa en lugar de la mezcla enzimatica C:D o C:H:D. La
digestion del tejido con LIBERASE (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN) dio como resultado el aislamiento
de poblaciones celulares a partir de tejidos posparto que proliferaron facilmente.

Aislamiento celular mediante otras combinaciones enzimaticas. Se compararon procedimientos para el
aislamiento celular a partir del cordéon umbilical mediante diferentes combinaciones enzimaticas. Las enzimas
comparadas para la digestion incluian: i) colagenasa; ii) dispasa; iii) hialuronidasa; iv) mezcla de colagenasa:dispasa
(C;D); v) mezcla de colagenasa:hialuronidasa (C:H); vi) mezcla de dispasa:hialuronidasa (D:H); y vii) mezcla de
colagenasa:dispasa:hialuronidasa (C:D:H). Se observaron diferencias en el aislamiento celular mediante estas
diferentes condiciones de digestion enzimatica (Tabla 1-1).

Aislamiento de células a partir de sangre residual en los cordones. Se realizaron intentos para aislar
reservas de células de corddn umbilical mediante diferentes enfoques. En un caso, el cordén umbilical se corté y se
lavé con Medio de crecimiento para sacar los coagulos de sangre y el material gelatinoso. Se recogioé la mezcla de
sangre, material gelatinoso y Medio de crecimiento y se centrifugé a 150 x g. El sedimento se resuspendid y se
sembré sobre matraces recubiertos con gelatina en Medio de crecimiento. A partir de estos experimentos se aislé
una poblacion celular que proliferé faciimente.

Aislamiento de células a partir de sangre de corddn umbilical. Las células también se aislaron a partir de
muestras de sangre de cordén umbilical obtenidas del NDRI. El protocolo de aislamiento utilizado en este caso fue el
de la solicitud de patente internacional PCT/US02/29971 de Ho et al. Las muestras (50 mililitros y 10,5 mililitros,
respectivamente) de sangre de cordén umbilical (NDRI, Philadelphia PA) se mezclaron con tampén de lisis (cloruro
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de amonio 155 milimolar esterilizado por filtracion, bicarbonato potasico 10 milimolar, EDTA 0,1 milimolar tamponado
a pH 7,2 (todos los componentes de Sigma, St. Louis, MQ)). Las células se lisaron en una relacion de 1:20 entre
sangre de cordon umbilical y tampén de lisis. La suspension celular resultante se agitd6 en voértex durante 5
segundos, y se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente. La fraccion celular soluble se centrifugd (10
minutos a 200 x g). El sedimento celular se resuspendié en medio esencial minimo completo (Gibco, Carlsbad CA)
gue contenia suero bovino fetal al 10 por ciento (Hyclone, Logan UT), glutamina 4 milimolar (Mediatech Herndon,
VA), 100 unidades de penicilina por 100 mililitros y 100 microgramos de estreptomicina por 100 mililitros (Gibco,
Carlsbad, CA). Las células resuspendidas se centrifugaron (10 minutos a 200 x g), el sobrenadante se aspird, y el
sedimento celular se lavé en medio completo. Las células se sembraron directamente en matraces T75 (Corning,
NY), en matraces T75 recubiertos con laminina o en matraces T175 recubiertos con fibronectina (ambos de Becton
Dickinson, Bedford, MA).

Aislamiento de células derivadas posparto mediante diferentes combinaciones enzimaticas y
condiciones de crecimiento . Para determinar si las poblaciones celulares pueden aislarse en diferentes
condiciones y hacerse proliferar en diversas condiciones inmediatamente después del aislamiento, se digirieron las
células en Medio de crecimiento con o sin 2-mercaptoetanol al 0,001 por ciento (v/v) (Sigma, St. Louis, MO),
utilizando la combinacion enzimatica de C:D:H, segln los procedimientos proporcionados anteriormente. Las células
derivadas de la placenta asi aisladas se sembraron en diversas condiciones. Todas las células se cultivaron en
presencia de penicilina/estreptomicina. (Tabla 1-2).

Aislamiento de células derivadas posparto mediante diferentes combinaciones enzimaticas y
condiciones de crecimiento . En todas las condiciones, las células se fijaron y proliferaron bien entre el pase 0 y 1
(Tabla 1-2). Las células en las condiciones 5 a 8 y 13 a 16 demostraron proliferar bien hasta 4 pases después de la
siembra, momento en el que se crioconservaron. Todas las células se guardaron en el banco.

Resultados

Aislamiento celular mediante diferentes combinacion es enzimaticas . La combinacion de C:D:H
proporcioné el mejor rendimiento celular después del aislamiento y gener6 células que proliferaron durante muchas
mas generaciones en cultivo que las demas condiciones (Tabla 1-1). No se logré una poblacién celular que pudiese
proliferar utilizando colagenasa o hialuronidasa solamente. No se intenté determinar si este resultado es especifico
del colageno que se ensayo.

Aislamiento de células derivadas posparto mediante diferentes combinaciones enzimaticas y
condiciones de crecimiento . Las células se fijaron y proliferaron bien entre el pase 0 y 1 en todas las condiciones
ensayadas para la digestion enzimatica y el crecimiento (Tabla 1-2). Las células en las condiciones experimentales
5-8 y 13-16 proliferaron bien hasta 4 pases después de la siembra, momento en el que se crioconservaron. Todas
las células se guardaron en el banco.

Aislamiento de células a partir de sangre residual en los cordones . Las células nucleadas se fijaron y
crecieron rapidamente. Estas células se analizaron mediante citometria de flujo y fueron similares a las células
obtenidas mediante digestion enzimatica.

Aislamiento de las células a partir de sangre de co rdén umbilical . Las preparaciones contenian
glébulos rojos y plaquetas. Ninguna célula nucleada se fij6 ni dividié durante las primeras 3 semanas. El medio se
cambié 3 semanas después de la siembra y no se observé que las células se fijaran ni crecieran.

Resumen . Las poblaciones de células pueden aislarse a partir de tejido de cordon umbilical y placentario
mas eficazmente utilizando la combinacion enzimatica de colagenasa (una metaloproteasa de matriz), dispasa
(proteasa neutra) y hialuronidasa (una enzima mucolitica que descompone el &acido hialurénico). También puede
utilizarse LIBERASE (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN), que es una Blendzyme. En el presente estudio
también se utilizd Blendzyme 3 que es colagenasa (4 unidades Wunsch/g) y termolisina (1714 unidades de
caseina/g) junto con hialuronidasa para aislar células. Estas células proliferan facilmente durante muchos pases
cuando se cultivan en Medio de crecimiento en plastico recubierto con gelatina.

Se aislaron células derivadas posparto a partir de sangre residual en los cordones, pero no a partir de la

sangre del corddn. La presencia de células en los coagulos de sangre lavados del tejido que se adhieren y crecen en
las condiciones utilizadas puede deberse a que se liberan células durante el proceso de diseccion.
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Tabla 1-1: Aislamiento de células a partir de tejido de cordén umbilical mediante diferentes combinaciones

enzimaticas
Diges tion enzimatica Células aisladas Proliferacion celular
Colagenasa X X
Dispasa +(>10h) +
Hialuronidasa X X
Colagenasa:Dispasa ++ (<3 h) ++
Colagenasa:Hialuronidasa ++ (<3 h) +
Dispasa: hialuronidasa +(>10h) +
Colagenasa:Dispasa:Hialuronidasa +++ (<3 h) +++
Leyenda: + = bueno, ++ = muy bueno, +++ = excelente, X = sin éxito

Tabla 1-2: Aislamiento y proliferacién en cultivo de las células derivadas posparto en condiciones variables:

Condicién Medio FBS al 15% | BME Gelatina 02 al 20% | Factores de crecimiento
1 DMEM-Lg Y Y Y Y N
2 DMEM-Lg Y Y Y N (5%) N
3 DMEM-Lg Y Y N Y N
4 DMEM-Lg Y Y N N (5%) N
5 DMEM-Lg N (2%) Y N (Laminina) Y EGF/FGF (20 ng/ml)
6 DMEM-Lg N (2%) Y N (Laminina) N (5%) EGF/FGF (20 ng/ml)
7 DMEM-Lg N (2%) Y N (Fibronectina) Y PDGF/VEGF
8 DMEM-Lg N (2%) Y N (Fibronectina) N (5%) PDGF/VEGF
9 DMEM-Lg Y N Y Y N
10 DMEM-Lg Y N Y N (5%) N
11 DMEM-Lg Y N N Y N
12 DMEM-Lg Y N N N (5%) N
13 DMEM-Lg N (2%) N N (Laminina) Y EGF/FGF (20 ng/ml)
14 DMEM-Lg N (2%) N N (Laminina) N (5%) EGF/FGF (20 ng/ml)
15 DMEM-Lg N (2%) N N (Fibronectina) Y PDGF/VEGF
16 DMEM-Lg N (2%) N N (Fibronectina) N (5%) PDGF/VEGF

Referencia

1. HO, Tony, W.; KOPEN, Gene, C.; RIGHTER, William, F.; RUTKOWSKI, J., Lynn; HERRING, W., Joseph;
RAGAGLIA, Vanessa; WAGNER, Joseph W02003025149 A2 CELL POPULATIONS WHICH CO-EXPRESS
CD49C AND CD90, NEURONYX, INC. Solicitud N° PCT/US02/29971 US, presentada el 20/09/2002, A2
publicada el 27/03/2003, A3 publicada el 18/12/2003.

EJEMPLO 2
Evaluacion de medios de crecimiento para las células derivadas posparto

Se evaluaron varios medios de cultivo celular en cuanto a su capacidad para sustentar el crecimiento de las
células derivadas de la placenta. Se evalud el crecimiento de las células derivadas de la placenta en oxigeno a
concentracion normal (20%) y a baja concentracion (5%) al cabo de 3 dias mediante el ensayo colorimétrico MTS.

Métodos y material

Se sembraron células derivadas de la placenta en el pase 8 (P8) a 1 x 10° células/pocillo en placas de 96
pocillos en Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco, Carlsbad CA), suero bovino fetal al
15% (v/v) (n° de cat. SH30070.03; Hyclone, Logan, UT), betamercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO),
50 unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco)). Después de 8 horas, el medio
se camhié como se describe en la Tabla 2-1, y las células se incubaron en oxigeno a concentracion normal (20%,
vlv) 0 a baja concentracion (5%, v/v) a 37°C, CO; al 5% durante 48 horas. Se afiadio MTS al medio de cultivo
(CELLTITER 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Madison, WI) durante 3 horas y se midié
la absorbancia a 490 nanémetros (Molecular Devices, Sunnyvale CA).
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Tabla 2-1. Medio de cultivo

Medio de cultivo Proveedor %~de.suero bovino fetal
afiadido (v/v)

DMEM con bajo contenido de glucosa | Gibco Carlsbad CA 0,2,10
DMEM con alto contenido de glucosa Gibco 0,2,10
RPMI 1640 Mediatech, Inc. Herndon, VA | 0, 2, 10

Cell gro-free (sin suero, sin proteinas) | Mediatech, Inc -

F10 de Ham Mediatech, Inc. 0, 2,10
MSCGM (completo con suero) Cambrex, Walkersville, MD 0,2,10
Completo-sin suero, con albumina Mediatech, Inc. -

Medio de crecimiento NA -

F12 de Ham Mediatech, Inc. 0, 2,10

De Iscove Mediatech, Inc. 0, 2,10
Medio basal de Eagle Mediatech, Inc. 0,2,10
DMEM/F12 (1:1) Mediatech, Inc. 0,2,10

Resultados

Las curvas patrén para el ensayo de MTS establecieron una correlacién lineal entre un aumento de la
absorbancia y un aumento del nimero de células. Los valores de absorbancia obtenidos se convirtieron en el
numero estimado de células y se calculd el cambio (%) con respecto a la siembra inicial.

El efecto del suero . La adicién de suero a los medio en condiciones normales de oxigeno dio como
resultado un incremento dependiente de la dosis reproducible en la absorbancia y, por lo tanto, el nimero de células
viables. La adicion de suero para completar el MSCGM dio como resultado una disminucion dependiente de la dosis
en la absorbancia. En los medios sin suero afiadido, las células crecieron en Cellgro, F10 de Ham y DMEM.

El efecto del oxigeno . La reduccién de oxigeno parecia aumentar la velocidad de crecimiento de las
células en Medio de crecimiento, F10 de Ham y MSCGM.

En orden de crecimiento decreciente, los medios que dieron como resultado el mejor crecimiento de las
células fueron: Medio de crecimiento > MSCGM > de Iscove + FBS al 10% = DMEM-HG + FBS al 10% = F12 de
Ham + FBS al 10% = RPMI 1640 + FBS al 10 %.

Resumen . Las células derivadas posparto pueden cultivarse en diversos medios de cultivo en oxigeno a
concentracién normal o baja. El crecimiento a corto plazo de las células derivadas de la placenta se determin6 en 12
medios basales con suero al 0%, 2% y 10% (v/v) en O al 5% & 20%. En general, las células derivadas de la
placenta no crecian en condiciones sin suero con las excepciones de F10 de Ham y Cellgro-free, que tampoco
tienen proteinas. El crecimiento en estos medios sin suero fue de aproximadamente el 25%-33% del crecimiento
maximo observado con el Medio de crecimiento que contenia suero al 15%. Este estudio demuestra que las células
derivadas de la placenta pueden cultivarse en condiciones sin suero y que el Medio de crecimiento es uno de varios
medios (suero al 10% en medio de Iscove, RPMI o0 F12 de Ham) que puede utilizarse para cultivar células derivadas
de la placenta.

El medio sin suero mas prometedor fue CELLGRO-FREE, un medio sin suero ni proteinas, sin hormonas ni
factores de crecimiento, que esta disefiado para el crecimiento de las células de mamifero in vitro (informacién del
producto de Mediatech).

El medio completo-sin suero también desarrollado para el cultivo sin suero no fue tan eficaz para sustentar
el crecimiento de las células derivadas de la placenta. Completo-sin suero fue desarrollado por Mediatech, en base a
una mezcla 50/50 de DMEM/F12 con menores porcentajes de RPMI 1640 y 5A de McCoy. Este medio también
contiene elementos traza seleccionados y carbohidratos de alto peso molecular, vitaminas adicionales, una fuente de
proteina no animal y una pequefia cantidad de BSA (1 gramo/litro). No contiene insulina, transferrina, colesterol, ni
factores de crecimiento o de fijacion. Es bicarbonato tamponado para su uso con CO; al 5%. Originalmente disefiado
para hibridomas y lineas celulares en suspensién, puede ser adecuado para algunas lineas celulares dependientes
del anclaje.

EJEMPLO 3
Crecimiento de células derivadas posparto en medio gue contiene D-valina

Se ha descrito que puede utilizarse un medio que contiene D-valina en lugar de la isoforma L-valina normal
para inhibir selectivamente el crecimiento de las células tipo fibroblasto en cultivo (Hongpaisan, 2000; Sordillo et al.,
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1988). Se evalué el crecimiento de las células derivadas posparto en un medio que contenia D-valina en ausencia de
L-valina.

Métodos y material

Se sembraron células derivadas de la placenta (P3), fibroblastos (P9) y células derivadas de cordén
umbilical (P5) a 5 x 10° células/cm? en matraces T75 recubiertos con gelatina (Corning, Corning, NY). Después de
24 horas, se elimind el medio y las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (Gibco,
Carlsbad, CA) para eliminar el medio residual. El medio se reemplazé con un Medio de crecimiento modificado
(DMEM con D-valina (pedido extraordinario, Gibco), suero bovino fetal dializado al 15% (v/v) (Hyclone, Logan, UT),
betamercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma), 50 unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de
estreptomicina (Gibco)).

Resultados

Las células derivadas de la placenta, derivadas de cordén umbilical y los fibroblastos sembrados en el
medio que contenia D-valina no proliferaron, a diferencia de las células sembradas en el Medio de crecimiento que
contenia suero dializado. Los fibroblastos cambiaron morfolégicamente, aumentando de tamafio y cambiando de
forma. Todas las células murieron y, finalmente, se soltaron de la superficie del matraz al cabo de 4 semanas.

Resumen. Las células derivadas posparto necesitan L-valina para su crecimiento celular y para su
viabilidad a largo plazo. Preferentemente, no se elimina la L-valina del medio de crecimiento para las células
derivadas posparto.
Referencias

Hongpaisan J. (2000) Inhibition of proliferation of contaminating fibroblasts by D-valine in cultures of smooth
muscle cells from human myometrium. Cell Biol Int. 24:1-7.

Sordillo LM, Oliver SP, Akers RM. (1988) Culture of bovine mammary epithelial cells in D-valine modified
medium: selective removal of contaminating fibroblasts. Cell Biol Int Rep.12:355-64.

EJEMPLO 4
Medios de crioconservacion para células derivadas p osparto

El objetivo de este estudio era determinar un medio de crioconservacion adecuado para la crioconservacion
de las células derivadas posparto.

Métodos y material

Las células derivadas de la placenta cultivadas en Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de
glucosa (Gibco, Carlsbad CA), suero bovino fetal al 15% (v/v) (n°de cat. SH30070.03, Hyclone, Logan, UT),
betamercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO), 50 unidades/mililitro de penicilina, 50
microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco)), en un matraz T75 recubierto con gelatina, se lavaron con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS; Gibco) y se tripsinizaron utilizando 1 mililitro de tripsina/EDTA (Gibco). La
tripsinizacién se detuvo afiadiendo 10 mililitros de Medio de crecimiento. Las células se centrifugaron a 150 x g, se
elimin6 el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en 1 mililitro de Medio de crecimiento. Se sacé una
alicuota de la suspension celular, 60 microlitros, y se afiadié a 60 microlitros de azul de tripano (Sigma). Se estimé el
numero de células viables mediante un hemocitometro. La suspensioén celular se dividié en cuatro alicuotas iguales
que contenian 88 x 10* células cada una. La suspension celular se centrifugd y se resuspendié en 1 mililitro de cada
uno de los medios que se presentan a continuacion y se transfirié a crioviales (Nalgene).

1.) Medio de crecimiento + DMSO al 10% (v/v) (Hybrimax, Sigma, St. Louis, MO)

2.) Medio de congelacion celular con DMSO, con metilcelulosa, sin suero (C6295, Sigma, St. Louis, MO)
3.) Medio de congelacion celular sin suero (C2639, Sigma, St. Louis, MO)

4.) Medio de congelacién celular con glicerol (C6039, Sigma, St. Louis, MO)

Las células se enfriaron a aproximadamente 1°C/minuto durante la noche en un congelador de -80°C
utilizando un recipiente de congelacién "Mr Frosty" segln las instrucciones del fabricante (Nalgene, Rochester, NY).
Los viales de células se transfirieron a nitrégeno liquido durante 2 dias antes de descongelarse rapidamente en un
bafio de agua a 37°C. Las células se afadieron a 10 mililitros de Medio de crecimiento y se centrifugaron antes de
estimar el nimero de células y la viabilidad como se ha indicado anteriormente. Las células se sembraron en
matraces recubiertos con gelatina a 5.000 células/cm® para determinar si las células se fijaban y proliferaban.

Resultados
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Se evalud, mediante tincién con azul de tripano, que la viabilidad inicial de las células a crioconservar era
del 100%.

Hubo una reduccion proporcional del nimero de células con viabilidad para C6295 debida a la lisis celular.
Las células viables crioconservadas en las cuatro soluciones se fijaron, se dividieron y produjeron una monocapa
confluente en el plazo de 3 dias. No hubo diferencia apreciable en la velocidad de crecimiento estimada.

Resumen . La crioconservacion de células es un procedimiento disponible para la preparacién de un banco
de células o un producto celular. Se compararon cuatro mezclas de crioconservacion en cuanto a su capacidad para
proteger a las células humanas derivadas de la placenta del dafio por congelacion. El medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) y dimetilsulféxido al 10% (v/v) (DMSO) es el medio preferente entre los comparados para la
crioconservacion de las células derivadas de la placenta.

EJEMPLO 5
Caracteristicas de crecimiento de las células deriv  adas posparto

Se compar6 el potencial de proliferacion celular de las células derivadas posparto con otras poblaciones de
células madre aisladas. La técnica de la proliferacién celular hasta la senescencia se conoce como limite de Hayflick
(Hayflick L. The longevity of cultured human cells. J. Am. Geriatr. Soc. 22(1):1-12, 1974; Hayflick L. The strategy of
senescence. Gerontologist 14(1):37-45), 1974). Las células derivadas posparto son muy adecuadas para el uso
terapéutico ya que pueden hacerse proliferar facilimente hasta obtener cantidades suficientes de células.

Materiales y método

Matraces recubiertos con gelatina . Se recubrieron matraces de plastico de cultivo tisular afiadiendo 20 ml
de gelatina porcina al 2% (p/v) (Tipo B: 225 Bloom; Sigma, St. Louis, MO) a un matraz T75 (Corning, Corning, NY)
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de eliminar la solucion de gelatina, se afiadieron 10 mililitros
de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA) y, a continuacion, se aspiraron.

Comparacion del potencial de proliferacién de las c élulas derivadas posparto con otras poblaciones
celulares . Para comparar el potencial de proliferacion del crecimiento, se utilizaron las siguientes poblaciones
celulares: i) Células madre mesenquimales (MSC; Cambrex, Walkersville, MD); ii) Células derivadas de tejido
adiposo (patente de Estados Unidos N° 6.555.374 B1; solicitud de patente de Estados Unidos con N° de publicacion
US2004/0058412); iii) Fibroblastos dérmicos normales (cc-2509 lote n°® 9F0844; Cambrex, Walkersville, MD); iv)
Células derivadas de cordon umbilical; y v) Células derivadas de la placenta. Las células se sembraron inicialmente
a 5.000 células/cm® en matraces T75 recubiertos con gelatina en medio de crecimiento DMEM con bajo contenido de
glucosa ((Invitrogen, Carlsbad, CA), con suero bovino definido al 15% (v/v) (Hyclone, Logan, UT; lote n® AND18475),
2-mercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO), 100 unidades/mililitro de penicilina, 100
microgramos/mililitro de estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B; Invitrogen, Carlsbad, CA). Para
pases posteriores, los cultivos celulares se trataron de la siguiente manera. Después de la tripsinizacion, se realiz6 el
recuento de las células viables después de la tinciéon con azul de tripano. La suspension celular (50 microlitros) se
combind con azul de tripano (50 microlitros, Sigma, St. Louis MO). Se estimé el nimero de células viables mediante
un hemocitémetro.

Tras el recuento, las células se sembraron a 5.000 células/cm? en matraces T75 recubiertos con gelatina en
25 mililitros de Medio de crecimiento recién preparado. Las células se cultivaron en atmosfera normal con diéxido de
carbono al 5% a 37°C. El medio de crecimiento se cambi6 dos veces por semana. Cuando las células alcanzaron
aproximadamente el 85 por ciento de confluencia, se sometieron a pases; este proceso se repitid6 hasta que las
células alcanzaron la senescencia.

En cada pase, las células se tripsinizaron y se realizé su recuento. Se calcularon el rendimiento de células
viables, la duplicacién de la poblacion [In(células finales/células iniciales)/In 2] y el tiempo de duplicacion (tiempo en
cultivo (h)/duplicacion de la poblacion). Con el fin de determinar la proliferacién celular éptima, se determiné el
rendimiento celular total por pase multiplicando el rendimiento total para el pase anterior por el factor de proliferacion
para cada pase (es decir, factor de proliferacion = células finales/células iniciales).

Potencial de proliferacion de los bancos de células a baja densidad . Se ensayé también el potencial de
proliferacién de las células guardadas en el banco en el pase 10. Se utilizé un conjunto de condiciones diferente. Se
ensayaron fibroblastos dérmicos normales (cc-2509 lote n°® 9F0844; Cambrex, Walkersville, MD), células derivadas
de cordon umbilical y células derivadas de la placenta. Estas poblaciones celulares habian sido guardadas en el
banco en el pase 10 previamente, habiéndose sembrado a 5.000 células/cm® y dejado crecer hasta la confluencia en
cada pase hasta ese momento. Se determind el efecto de la densidad celular sobre las poblaciones celulares tras la
descongelacion de las células en el pase 10. Las células se descongelaron en condiciones normales y se realiz6 el
recuento utilizando tincidon con azul de tripano. A continuacion, las células descongeladas se sembraron a 1.000
células/cm? en Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa (Invitrogen, Carlshad, CA) con suero
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bovino definido al 15 por ciento (v/v) (Hyclone, Logan, UT; lote n® AND18475), 2-mercaptoetanol al 0,001 por ciento
(Sigma, St. Louis, MO), antibiético/antimicético (100 unidades/mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de
estreptomicina, 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B (Invitrogen, Carlsbad, CA)). Las células se cultivaron en
condiciones atmosféricas normales a 37°C. El Medio de crecimiento se cambid dos veces por semana y las células
se sometieron a pases a medida que alcanzaban aproximadamente el 85% de confluencia. Las células se
sometieron a pases posteriormente hasta la senescencia, es decir, hasta que no pudieron hacerse proliferar mas.
Las células se tripsinizaron y se realizé su recuento en cada pase. Se calcularon el rendimiento celular, la
duplicacion de la poblacion (In(células finales/células iniciales)/In2) y el tiempo de duplicacién (tiempo en cultivo
(h)/duplicacién de la poblacién). El rendimiento celular total por pase se determin6é multiplicando el rendimiento total
para el pase anterior por el factor de proliferacion para cada pase (es decir, factor de proliferacion = células
finales/células iniciales).

Proliferacion de células derivadas posparto a baja d ensidad a partir de una siembra inicial de
células . En otro experimento se ensay0 el potencial de proliferacion de cultivos de células derivadas posparto recién
aisladas en condiciones de siembra a baja concentracion celular. Se aislaron células derivadas de cordén umbilical y
derivadas de la placenta tal como se describe en el presente documento. Las células se sembraron a 1.000
células/cm? y se sometieron a pases como se ha descrito anteriormente hasta la senescencia. Las células se
cultivaron en condiciones atmosféricas normales a 37°C. El Medio de crecimiento se cambid dos veces por semana.
Las células se sometieron a pases a medida que alcanzaban aproximadamente el 85% de confluencia. En cada
pase, las células se tripsinizaban y se realizaba su recuento mediante tincion con azul de tripano. Se calcularon el
rendimiento celular, la duplicacion de la poblacion (In (células finales/células iniciales)/In 2) y el tiempo de duplicacion
(tiempo en cultivo (h)/duplicacién de la poblacion) para cada pase. El rendimiento celular total por pase se determiné
multiplicando el rendimiento total para el pase anterior por el factor de proliferacién para cada pase (es decir, factor
de proliferacién = células finales/células iniciales). Las células se cultivaron en matraces recubiertos y no recubiertos
con gelatina.

Proliferacién de células derivadas de la placenta de origen neonatal o materno clonales . Puede
utilizarse la clonacion con el fin de hacer proliferar con éxito una poblacién de células neonatales o maternas a partir
de tejido placentario. Tras el aislamiento de tres poblaciones diferentes de células a partir de la placenta (aspecto
neonatal, aspecto materno y zona de las vellosidades), estas poblaciones celulares se hicieron proliferar en
condiciones normales de crecimiento y, a continuacion, se determind el cariotipo para revelar la identidad de las
poblaciones celulares aisladas. Al aislar las células a partir de una madre que da a luz a un nifio, es posible distinguir
los cromosomas masculinos de los femeninos realizando extensiones de cromosomas en metafase. Estos
experimentos pueden utilizarse para demostrar que las células de la linea superior tienen cariotipo positivo para el
fenotipo neonatal, las células de la linea media tienen cariotipo positivo para los fenotipos neonatal y materno, y las
células de la linea inferior tienen cariotipo positivo para las células maternas.

Proliferacion de las células en condiciones de culti vo con baja concentracion de oxigeno . Se ha
demostrado que las condiciones de cultivo celular con baja concentracion de O, pueden mejorar la proliferacion
celular en determinadas circunstancias (Csete, Marie; Doyle, John; Wold, Barbara J.; McKay, Ron; Studer, Lorenz.
Low oxygen culturing of central nervous system progenitor cells. US20040005704). Con el fin de determinar si la
proliferacién celular de las células derivadas posparto podria mejorarse modificando las condiciones de cultivo
celular, se hicieron crecer cultivos de células derivadas de corddn umbilical en condiciones de baja concentracion de
oxigeno. Las células se sembraron a 5.000 células/cm’® en Medio de crecimiento en matraces recubiertos con
gelatina. Las células se cultivaron inicialmente en condiciones atmosféricas normales hasta el pase 5, momento en
el que se transfirieron a condiciones de cultivo con baja concentracion de oxigeno (O al 5%).

Evaluacién de otras condiciones de crecimiento . En otros experimentos, las células derivadas posparto
se hicieron proliferar en placas no recubiertas, recubiertas con colageno, recubiertas con fibronectina, recubiertas
con laminina, y recubiertas con proteina de membrana extracelular (por ejemplo, MATRIGEL (BD Discovery
Labware, Bedford, MA)). Se ha demostrado que los cultivos proliferan bien en estas diferentes matrices.

Resultados

Comparacion del potencial de proliferacion de las c élulas derivadas posparto vs. otras poblaciones
de células madre y células no madre . Las células derivadas de cordén umbilical y derivadas de la placenta
proliferaron durante mas de 40 pases generando rendimientos celulares de > 1E17 células en 60 dias. Por el
contrario, las MSC vy los fibroblastos experimentaron senescencia después de <25 dias y <60 dias,
respectivamente. Aunque tanto las células derivadas de tejido adiposo como las omentales proliferaron durante casi
60 dias, generaron rendimientos celulares totales de 4.5E12 y 4.24E13 respectivamente. Por lo tanto, cuando se
sembraron a 5.000 células/cm® en las condiciones experimentales utilizadas, las células derivadas posparto
proliferaron mucho mejor que los demas tipos celulares cultivados en las mismas condiciones (Tabla 5-1).

Potencial de proliferacién de los bancos de células a baja densidad . Las células derivadas de cordén

umbilical, derivadas de la placenta y los fibroblastos proliferaron durante mas de 10 pases generando rendimientos
celulares de > 1E11 células en 60 dias (Tabla 5-2). Al cabo de 60 dias en estas condiciones, los fibroblastos se
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hicieron senescentes, mientras que las poblaciones de células derivadas de corddén umbilical y derivadas de la
placenta experimentaron senescencia al cabo de 80 dias, completando > 50 y > 40 duplicaciones de la poblacién,
respectivamente.

Proliferacion de las células derivadas posparto a ba  ja densidad a partir de una siembra de células
inicial . Se sembraron células derivadas posparto a baja densidad (1.000 celulas/cm) en matraces o placas
recubiertas con gelatina y no recubiertas. El potencial de crecimiento de estas células en estas condiciones fue
bueno. Las células proliferaron rapidamente en una fase de crecimiento logaritmico. La velocidad de prohferamon
celular fue similar a la observada cuando las células derivadas posparto se sembraron a 5.000 células/cm? en
matraces recubiertos con gelatina en Medio de crecimiento. No se observaron diferencias en el potencial de
proliferacién celular entre el cultivo en matraces no recubiertos o en matraces recubiertos con gelatina. Sin embargo,
las células parecian fenotipicamente mucho mas pequefias en los matraces recubiertos con gelatina, y se
observaron mas fenotipos de células mas grandes en los matraces no recubiertos.

Proliferacion de células derivadas de la placenta de origen neonatal o materno clonales . Puede
hacerse proliferar una poblacién de células neonatales o maternas clonales a partir de células derivadas de la
placenta aisladas del aspecto neonatal o del aspecto materno, respectivamente, de la placenta. Las células se
someten a dilucion en serie y, a continuacién, se siembran en placas recubiertas con gelatina en Medio de
crecimiento para la proliferacion a 1 célula/pocillo en placas recubiertas con gelatina de 96 pocillos. A partir de esta
clonacioén inicial, se identifican los clones proliferativos, se tripsinizan y se vuelven a sembrar en placas recubiertas
con gelatina de 12 pocillos en Medlo de crecimiento y posteriormente se someten a pases en matraces recubiertos
con gelatina T25 a 5.000 células/cm? en Medio de crecimiento. Se realiza la subclonacion para asegurar que se ha
identificado una poblacién clonal de células. Para los experimentos de subclonacion, las células se tripsinizan y se
vuelven a sembrar a 0,5 células/pocillo. Los subclones que crecen bien se hacen proliferar en matraces T25
recubiertos con gelatina a 5.000 células cm %Imatraz. Las células se someten a pases a 5.000 células cm? / matraz
T75. Pueden representarse graficamente las caracteristicas de crecimiento de un clon para demostrar la
proliferacién celular. Un andlisis del cariotipo puede confirmar que el clon sea neonatal o materno.

Proliferacion de las células en condiciones de culti vo con baja concentracion de oxigeno . Las células
derivadas posparto proliferaron bien en las condiciones de baja concentracion de oxigeno. El cultivo en condiciones
de baja concentracion de oxigeno no parece tener un efecto significativo sobre la proliferacion celular para las
células derivadas posparto. Ya se ha demostrado la eficacia de las condiciones atmosféricas normales para cultivar
un numero suficiente de células, y no es necesario el cultivo con baja concentracion de oxigeno para el crecimiento
de las células derivadas posparto.

Resumen . Tiene que ser posible producir productos de células comercialmente viables en cantidades
suficientes para proporcionar tratamiento terapéutico a los pacientes que lo necesiten. Pueden hacerse proliferar en
cultivo células derivadas posparto para tales fines. Se hicieron comparaciones del crecimiento de las células
derivadas posparto en cultivo con el de otras poblaciones celulares, incluidas las células madre mesenquimales. Los
datos demostraron que las lineas celulares derivadas posparto tal como se han desarrollado en el presente
documento pueden hacerse proliferar durante mas de 40 duplicaciones para proporcionar un nimero suficiente de
células, por ejemplo, para bancos para estudios preclinicos. Ademas, estas poblaciones de células derivadas
posparto pueden hacerse proliferar bien a baja o alta densidad. Este estudio ha demostrado que las células madre
mesenquimales, por el contrario, no pueden hacerse proliferar para obtener grandes cantidades de células.

Las condiciones de proliferacion celular actuales de células derivadas posparto aisladas en crecimiento a
densidades de aproximadamente 5.000 células/cm? en Medio de crecimiento en matraces recubiertos con gelatina o
no recubiertos, en condiciones normales de oxigeno atmosférico, son suficientes para generar grandes nameros de
células en el pase 11. Ademas, los datos sugieren que las células pueden hacerse proliferar facilmente utilizando
condiciones de cultivo a menor densidad (por ejemplo, 1.000 células/cm? ). La proliferacién de células derivadas
posparto en condiciones de baja concentracién de oxigeno también facilita la proliferacion celular, aunque adn no se
ha observado una mejora incremental en el potencial de proliferacidon celular cuando se utilizan estas condiciones
para el crecimiento. Actualmente, el cultivo de células derivadas posparto en condiciones atmosféricas normales
resulta preferente para generar grandes reservas de células. Sin embargo, cuando se modifican las condiciones de
cultivo, puede modificarse asimismo la proliferacion de las células derivadas posparto. Puede utilizarse esta
estrategia para potenciar la capacidad de proliferacion y de diferenciacion de estas poblaciones celulares.

En las condiciones utilizadas, aunque el potencial de proliferacién de las MSC vy las células derivadas de
tejido adiposo es limitado, las células derivadas posparto proliferan facilmente hasta un gran nimero.

Referencias
1) Hayflick L. The longevity of cultured human cells. 3 Am Geriatr Soc. Enero de 1974; 22(1):1-12.
2) Hayflick L. The strategy of senescence. Gerontologist. Febrero de 1974; 14(1):37-45.

3) Patente US20040058412
4) Patente US20040048372
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progenitor cells. US20040005704.

Tabla 5-1: Caracteristicas de crecimiento para diferentes poblaciones celulares cultivadas hasta la senescencia

. . Duplicaciones totales Rendimiento celular
Tipo celular Senescencia .
de la poblacion total
MSC 24 dias 8 4.72 E7
Células derivadas de tejido adiposo .

(Artecel, patente de EE.UU. n° 6.555.374) 57 dias 24 45EL2
Fibroblastos 53 dias 26 2.82 E13
Células derivadas de cord6én umbilical 65 dias 42 6.15 E17
Células derivadas de placenta 80 dias 46 2.49 E19

Tabla 5-2: Caracteristicas de crecimiento para diferentes poblaciones celulares utilizando proliferacion del
crecimiento a baja densidad desde el pase 10

. . Duplicaciones totales Rendimiento celular
Tipo celular Senescencia o
de la poblacion total
Fibroblastos .
(P10) 80 dias 43,68 259 E11
Células derivadas de cordén umbilical 80 dias 536 125 E14
(P10)
Células derl\zla:l)dlgi de placenta 60 dias 32,96 6.09 E12

EJEMPLO 6
Analisis del cariotipo de las PPDC

Las lineas celulares utilizadas en terapia celular son preferentemente homogéneas y carecen de cualquier
tipo de células contaminantes. Las células humanas utilizadas en terapia celular deben tener una estructura y
namero de cromosomas (46) normales. Para identificar las lineas celulares de placenta y cordén umbilical derivadas
posparto que son homogéneas y carecen de células de origen tisular no posparto, se analizaron los cariotipos de
muestras celulares.

Materiales y métodos

Se cultivaron PPDC de tejido posparto de un neonato varén en Medio de crecimiento (DMEM con bajo
contenido de glucosa (Gibco Carlsbad, CA), suero bovino fetal al 15% (v/v) (FBS) (Hyclone, Logan, UT),
betamercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO) y 50 unidades/mililitro de penicilina, 50
microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA)). Se seleccion6 tejido posparto de un neonato varén
(X,Y) para permitir la distincién entre las células de origen neonatal y las células de origen materno (X,X). Las células
se sembraron a 5.000 células por centimetro cuadrado en Medio de crecimiento en un matraz T25 (Corning,
Corning, NY) y se hicieron proliferar hasta aproximadamente el 80% de confluencia. Se llen6 hasta el cuello con
Medio de crecimiento un matraz T25 que contenia las células. Las muestras se enviaron a un laboratorio de
citogenética clinica por mensajeria (el tiempo estimado de transporte de laboratorio a laboratorio es de una hora). El
analisis cromosoémico fue realizado por el Center for Human & Molecular Genetics de la New Jersey Medical School,
Newark, NJ. Las células se analizaron durante la metafase, momento en el que los cromosomas se visualizan mejor.
De veinte células en metafase contadas, se analizaron cinco para determinar un ndmero de cariotipo homogéneo
normal (dos). Una muestra de células se caracterizaba como homogénea si se observaban dos cariotipos. Una
muestra de células se caracterizaba como heterogénea si se observaban mas de dos cariotipos. Se realizo el
recuento de las células en metafase adicionales y se analizaron cuando se identificaba un ndmero de cariotipo
heterogéneo (cuatro).

Resultados

El personal del laboratorio de citogenética interpretd que todas las muestras celulares enviadas para el
andlisis cromosémico presentaban una apariencia normal. Tres de las dieciséis lineas celulares analizadas
presentaron un fenotipo heterogéneo (XX y XY) que indicaba la presencia de células derivadas de ambos origenes
neonatal y materno (Tabla 6-1). Se aislaron células derivadas del tejido Placenta-N del aspecto neonatal de la
placenta. En el pase cero, esta linea celular parecia XY homogénea. Sin embargo, en el pase nueve, la linea celular
era heterogénea (XX/XY), lo que indicaba una presencia anterior no detectada de células de origen materno.
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Tabla 6-1. Resultados del cariotipo de las PPDC

.. Células en metafase Células en metafase NuUmero de .
Tejido pase . L Cariotipo ISCN
contadas analizadas cariotipos
Placenta 22 20 5 2 46, XX
Umbilical 23 20 5 2 46, XX
Umbilical 6 20 5 2 46, XY
Placenta 2 20 5 2 46, XX
Umbilical 3 20 5 2 46, XX
Placenta-N 0 20 5 2 46, XY
Placenta-V 0 20 5 2 46, XY
46, XY[18]/
Placenta-M 0 21 5 4 46, XX[3]
Placenta-M 4 20 5 2 46,XX
46, XY[5)/
Placenta-N 9 25 5 4 46, XX[20]
P'acgrl‘ta"\' 1 20 5 2 46, XY
Placenta-N 46, XY[2)/
C3 1 20 6 4 46, XX[18]
Placenta-N
ca 1 20 5 2 46, XY
Placenta-N
ci5 1 20 5 2 46, XY
Placenta-N
C20 1 20 5 2 46, XY
Placenta-N
C22 1 20 5 2 46, XY
Leyenda: N - lado neonatal; V - zona de las vellosidades; M - lado materno; C - clon

Resumen . El analisis cromosémico identific6 PPDC derivadas de placenta y de cordén umbilical cuyos
cariotipos parecian normales segun la interpretacién de un laboratorio de citogenética clinica. El andlisis del cariotipo
también identificé lineas celulares sin células maternas, determinado por un cariotipo homogéneo.

EJEMPLO 7
Evaluacion de marcadores de superficie de células de  rivadas posparto humanas mediante citometria de flu jo

Puede utilizarse la caracterizaciéon de proteinas de superficie celular o "marcadores" mediante citometria de
flujo para determinar la identidad de una linea celular. La uniformidad de la expresién puede determinarse a partir de
multiples donantes, y en células expuestas a diferentes condiciones de procesamiento y de cultivo. Se caracterizaron
lineas celulares derivadas posparto aisladas de la placenta y del cordon umbilical mediante citometria de flujo,
proporcionando asi un perfil para la identificacion de las células de la invencion.

Materiales y métodos

Medios . Las células se cultivaron en Medio de crecimiento DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco
Carlsbad, CA), con suero bovino fetal al 15% (v/v) (FBS); (Hyclone, Logan, UT), betamercaptoetanol al 0,001% (v/v)
(Sigma, St. Louis, MO) y 50 unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco,
Carlsbad, CA).

Recipientes de cultivo . Las células se cultivaron en matraces de cultivo tisular T75, T150 y T225 tratados
con plasma (Corning, Corning, NY) hasta la confluencia. Las superficies de crecimiento de los matraces se
recubrieron con gelatina incubando gelatina al 2% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO) durante 20 minutos a temperatura
ambiente.

Tincidbn con anticuerpos . Las células adherentes en los matraces se lavaron en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS); (Gibco, Carlsbad, CA) y se desprendieron con tripsina/EDTA (Gibco, Carlsbad, CA).
Las células se recolectaron, se centrifugaron y se resuspendieron en FBS al 3% (v/v) en PBS a una concentracion
celular de 1 x 10° por mililitro. Segun las especificaciones del fabricante, se afiadié a cien microlitros de suspension
celular anticuerpo contra el marcador de superficie celular de interés (Tabla 7-1) y la mezcla se incub6 en oscuridad
durante 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron para eliminar
el anticuerpo no unido. Las células se resuspendieron en 500 microlitros de PBS y se analizaron mediante citometria
de flujo.
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Analisis de citometria de flujo . El analisis de citometria de flujo se realizd con un instrumento
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Anticuerpos contra marcadores de superficie celular . Se utilizaron los siguientes anticuerpos contra
marcadores de superficie celular.

Tabla 7-1. Anticuerpos contra marcadores de superficie celular

Anticuerpo Fabricante Nimero de catalogo
CD10 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555375
CD13 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555394
CD31 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555446
CD34 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555821
CD44 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555478
CD45RA BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555489
CD73 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 550257
CD90 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555596
CD117 BD Biosciences (San Jose, CA) 340529
CD141 BD Pharmingen (San Diego, CA) | 559781
PDGFr-alfa BD Pharmingen (San Diego, CA) | 556002
HLA-A, B, C BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555553
HLA-DR, DP, DQ | BD Pharmingen (San Diego, CA) | 555558
IgG-FITC Sigma (St. Louis, MO) F-6522
IgG- PE Sigma (St. Louis, MO) P-4685

Comparacion de células derivadas de la placenta y d e cordon umbilical . Las células derivadas de la
placenta se compararon con las células derivadas de cordon umbilical en el pase 8.

Comparacion entre pases . Las células de la placenta y del corddn umbilical se analizaron en los pases 8,
15y 20.

Comparacion entre donantes . Para comparar las diferencias entre los donantes, se compararon entre si
células derivadas de la placenta de diferentes donantes, y se compararon entre si células derivadas de cordon
umbilical de diferentes donantes.

Comparacion del recubrimiento de superficie . Las células derivadas de la placenta cultivadas en
matraces recubiertos con gelatina se compararon con las células derivadas de la placenta cultivadas en matraces no
recubiertos. Las células derivadas de corddn umbilical cultivadas en matraces recubiertos con gelatina se
compararon con las células derivadas de cordon umbilical cultivadas en matraces no recubiertos.

Comparacion de enzimas de digestion . Se compararon cuatro tratamientos utilizados para el aislamiento
y la preparacién de células. Se compararon células derivadas de tejido posparto mediante tratamiento con 1)
colagenasa; 2) colagenasa/dispasa; 3) colagenasa/hialuronidasa; y 4) colagenasa/hialuronidasa/dispasa.

Comparacion de la capa placentaria . Se compararon las células aisladas del aspecto materno del tejido
placentario con las células aisladas de la zona de las vellosidades del tejido placentario y las células aisladas del
aspecto fetal neonatal de la placenta.

Resultados

Se compararon células derivadas de la placenta con ¢ élulas derivadas de corddon umbilical . Las
derivadas de la placenta y de cordon umbilical analizadas mediante citometria de flujo demostraron ser positivas
para la produccién de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, indicado por el aumento de los
valores de fluorescencia con respecto al testigo de IgG. Estas células fueron negativas para la expresion detectable
de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ, indicado por los valores de fluorescencia comparable a la
del testigo de IgG. Se consideraron las variaciones en los valores de fluorescencia de las curvas positivas. La media
(es decir, CD13) y el rango (es decir, CD90) de las curvas positivas presentaron cierta variacion, pero las curvas
parecian normales, lo que confirma una poblacion homogénea. Ambas curvas presentaron individualmente valores
superiores al del testigo de IgG.

Comparacion entre pases de células derivadas de la placenta . Todas las células derivadas de la
placenta en los pases 8, 15 y 20 analizadas mediante citometria de flujo fueron positivas para la produccién de
CD10, CD13, CDh44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, como se refleja en el aumento del valor de la
fluorescencia con respecto al testigo de IgG. Las células fueron negativas para la produccién de CD31, CD34, CD45,
CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ, con valores de fluorescencia coherentes con el testigo de IgG.
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Comparacion entre pases de células derivadas de cor  dén umbilical . Todas las células derivadas de
cordon umbilical en el pase 8, 15 y 20 analizadas mediante citometria de flujo expresaron CD10, CD13, CD44,
CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, indicado por el aumento de fluorescencia con respecto al testigo de IgG.
Estas células fueron negativas para CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ, indicado por unos
valores de fluorescencia coherentes con el testigo de 1gG.

Comparacion entre donantes de células derivadas de la placenta . Cada una de las células derivadas
de la placenta aisladas de distintos donantes analizadas mediante citometria de flujo expres6 CD10, CD13, CD44,
CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, con valores de fluorescencia aumentados con respecto al testigo de 1gG. Las
células fueron negativas para la produccion de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ como indica el
valor de fluorescencia coherente con el testigo de 1gG.

Comparacion entre donantes de células derivadas de cordon umbilical . Cada una de las células
derivadas de cordon umbilical aisladas de distintos donantes analizadas mediante citometria de flujo dio positivo
para la produccion de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, que se refleja en el aumento de
los valores de fluorescencia con respecto al testigo de IgG. Estas células fueron negativas para la produccion de
CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ con valores de fluorescencia coherentes con el testigo de
1gG.

El efecto del recubrimiento de superficie con gelati na en las células derivadas de la placenta . Todas
las células derivadas de la placenta que se hicieron proliferar en matraces recubiertos con gelatina o no recubiertos
analizadas mediante citometria de flujo expresaron CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, que
se refleja en el aumento de los valores de fluorescencia con respecto al testigo de IgG. Estas células fueron
negativas para la produccién de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ indicado por unos valores de
fluorescencia coherentes con el testigo de 1gG.

El efecto del recubrimiento de superficie con gelati na en las células derivadas de cordén umbilical

Todas las células derivadas de cordon umbilical que se hicieron proliferar en matraces con gelatina y no
recubiertos analizadas mediante citometria de flujo fueron positivas para la produccion de CD10, CD13, CD44,
CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, con aumento de los valores de fluorescencia con respecto al testigo de IgG.
Estas células fueron negativas para la produccion de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ, con
valores de fluorescencia coherentes con el testigo de 1gG.

Evaluacioén del efecto del procedimiento de digestion enzimatica utilizado para la preparacion y el
aislamiento de las células sobre el perfil del marc  ador de superficie celular . Todas las células derivadas de la
placenta aisladas utilizando diversas enzimas de digestion analizadas mediante citometria de flujo expresaron CD10,
CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, como indica el aumento de los valores de fluorescencia con
respecto al testigo de IgG. Estas células fueron negativas para la produccion de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141
y HLA-DR,DP,DQ como indican los valores de fluorescencia coherentes con el testigo de 1gG.

Comparacion de capa de la placenta . Las células derivadas de las capas materna, de las vellosidades y
neonatal de la placenta, respectivamente, analizadas mediante citometria de flujo dieron positivo para la produccién
de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, como indica el aumento del valor de la fluorescencia
con respecto al testigo de IgG. Estas células fueron negativas para la produccién de CD31, CD34, CD45, CD117,
CD141 y HLA-DR,DP,DQ como indican los valores de fluorescencia coherentes con el testigo de IgG.

Resumen . El andlisis de las células derivadas posparto de la placenta y de cordon umbilical mediante
citometria de flujo ha establecido una identidad de estas lineas celulares. Las células derivadas posparto de la
placenta y de cordén umbilical son positivas para CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa, HLA-AB,C y
negativas para CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,DP,DQ. Esta identidad era coherente entre las
variaciones en las variables, incluidos el donante, el pase, el recubrimiento de superficie del recipiente de cultivo, las
enzimas de digestién y la capa de la placenta. Se observo cierta variacion en las medias y los rangos de la curva del
histograma del valor de fluorescencia individuales, pero todas las curvas positivas en todas las condiciones
ensayadas fueron normales y expresaron valores de fluorescencia superiores a los del testigo de IgG, lo que
confirma que las células comprenden una poblacion homogénea que tiene expresion positiva de los marcadores.

EJEMPLO 8
Analisis de células derivadas de tejido posparto me diante matrices GENECHIP® de Affymetrix

Se utilizaron matrices GENECHIP® de Affymetrix para comparar los perfiles de expresion génica de las
células derivadas de cordon umbilical y de la placenta con fibroblastos, células madre mesenquimales humanas, y
otra linea celular derivada de la médula 6sea humana. Este andlisis proporcioné una caracterizacion de las células

derivadas posparto e identificd6 marcadores moleculares Unicos para estas células.

Materiales y métodos
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Aislamiento y cultivo celular

Células derivadas de tejido posparto. Se obtuvieron placenta y cordones umbilicales humanos del National
Disease Research Interchange (NDRI, Filadelfia, PA) de partos normales a término con el consentimiento de la
paciente. Se recibieron los tejidos y se aislaron las células tal como se describe en el Ejemplo 1. Las células se
cultivaron en Medio de crecimiento (medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM con bajo contenido de glucosa;
Invitrogen, Carlsbad, CA) con suero bovino fetal al 15% (v/v) (Hyclone, Logan UT), 100 unidades/mililitro de
penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 2-mercaptoetanol al 0,001% (v/v)
(Sigma, St. Louis MQ)) en matraces de plastico de cultivo tisular recubiertos con gelatina. Los cultivos se incubaron a
37°C en atmosfera normal.

Fibroblastos. Se adquirieron fibroblastos dérmicos humanos de Cambrex Incorporated (Walkersville, MD;
namero de lote 9F0844) y se obtuvieron de la ATCC CRL-1501 (CCD39SK). Ambas lineas se cultivaron en medio
DMEM/F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA) con suero bovino fetal al 10% (v/v) (Hyclone) y 100 unidades/mililitro de
penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina (Invitrogen). Las células se cultivaron sobre plastico tratado
con tejido convencional.

Células madre mesenquimales humanas (hMSC). Se adquirieron hMSC de Cambrex Incorporated
(Walkersville, MD; nameros de lote 2F1655, 2F1656 y 2F1657) y se cultivaron segun las especificaciones del
fabricante en medios MSCGM (Cambrex). Las células se cultivaron sobre plastico de cultivo tisular convencional a
37°C con CO; al 5%.

Células de médula 6sea de cresta iliaca (ICBM) humanas. Se recibieron células de médula 6sea de cresta
ililaca humanas del NDRI con el consentimiento del paciente. La médula 6sea se procesoé segin el método esbozado
por Ho, et al. (WO03/025149). La médula se mezclé con tampdn de lisis (NH4Cl 155 micromolar, KHCO3; 10
micromolar y EDTA 0,1 micromolar, pH 7,2) en una relacién de 1 parte de médula 6sea y 20 partes de tampon de
lisis. La suspension celular se agit6 en vortex, se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente, y se centrifugd
durante 10 minutos a 500 x g. Se desecho el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en Medio Esencial
Minimo alfa (Invitrogen) complementado con suero bovino fetal al 10% (v/v) y glutamina 4 micromolar. Las células se
centrifugaron de nuevo y el sedimento celular se resuspendié en medio recién preparado. Se realiz6 el recuento de
las células mononucleares viables mediante exclusion con azul de tripano (Sigma, St. Louis, MO). Las células
mononucleares se sembraron en matraces de plastico de cultivo tisular a 5x 10* células/cm®. Las células se
incubaron a 37°C con CO; al 5%, a una concentracion normal de O, atmosférico o de Oz al 5%. Las células se
cultivaron durante 5 dias sin cambio de medios. Los medios y las células no adherentes se eliminaron al cabo de 5
dias de cultivo. Las células adherentes se mantuvieron en cultivo.

Aislamiento de ARNm y analisis Gene Chip . Se eliminaron de los matraces los cultivos de células en
crecimiento activo con un raspador de células en solucién salina tamponada con fosfato fria (PBS). Las células se
centrifugaron durante 5 minutos a 300 x g. Se eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en PBS
recién preparado y se centrifugaron de nuevo. Se elimind el sobrenadante y el sedimento celular se congeld
inmediatamente y se almacend a -80°C. Se extrajo el ARNm celular y se transcribi6 a ADNc. A continuacion, el
ADNCc se transcribié a ARNc y se marcd con biotina. EI ARNc marcado con biotina se hibridé con una matriz de
oligonucledtidos HG-U133A GENECHIP (Affymetrix, Santa Clara CA). La hibridacion y la recogida de datos se
realizaron segun las especificaciones del fabricante. Los andlisis se realizaron mediante el software informatico
"Significance Analysis of Microarrays" (SAM) versién 1.21 (Universidad de Stanford; Tusher, V.G. et al., 2001, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 98: 5116-5121).

Resultados

En este estudio se analizaron catorce poblaciones diferentes de células. Las células, junto con la
informacién del pase, el sustrato de cultivo y los medios de cultivo, se enumeran en la Tabla 8-1.
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Tabla 8-1. Células analizadas mediante el estudio de micromatrices. Las lineas celulares se enumeran por sus
cédigos de identificacion junto con el pase en el momento del analisis, el sustrato de crecimiento celular y los medios
de crecimiento.

Poblacion celular Pase Sustrato Medios
Umbilical (022803) 2 Gelatina DMEM, FBS al 15%, BME
Umbilical (042103) 3 Gelatina DMEM, FBS al 15%, BME
Umbilical (071003) 4 Gelatina DMEM, FBS al 15%, BME
Placenta (042203) 12 Gelatina DMEM, FBS al 15%, BME
Placenta (042903) 4 Gelatina DMEM, FBS al 15%, BME
Placenta (071003) 3 Gelatina DMEM, FBS al 15%, BME
ICBM (070203) (O al 5%) 3 Plastico MEM FBS al 10%
ICBM (062703) (O2 normal) 5 Plastico MEM FBS al 10%
ICBM (062703) (O al 5%) 5 Plastico MEM FBS al 10%
hMSC (Lote 2F1655) 3 Plastico MSCGM
hMSC (Lote 2F1656) 3 Plastico MSCGM
hMSC (Lote 2F1657) 3 Plastico MSCGM
Fibroblasto h. (9F0844) 9 Plastico DMEM-F12, FBS al 10%
Fibroblasto h. (ATCC CRL-1501) 4 Plastico DMEM-F12, FBS al 10%

Los datos se evaluaron mediante un Analisis de Componentes Principales, que analizé los 290 genes que
se expresaron de manera diferenciada en las células. Este andlisis permite una comparacion relativa de las
similitudes entre las poblaciones. La Tabla 8-2 muestra las distancias euclidianas que se calcularon para la
comparacion de los pares de células. Las distancias euclidianas se basaron en la comparacion de las células en
base a los 290 genes que se expresaron de manera diferenciada entre los tipos celulares. La distancia euclidiana es
inversamente proporcional a la similitud entre la expresién de los 290 genes.

Tabla 8-2. Las distancias euclidianas para los pares de células. La distancia euclidiana se calculé para los tipos
celulares utilizando los 290 genes que se expresaron de manera diferenciada entre los tipos celulares. La similitud
entre las células es inversamente proporcional a la distancia euclidiana.

Par de células Distancia euclidiana
ICBM-hMSC 24,71
Placenta-umbilical 25,52
|ICBM-fibroblasto 36,44
ICBM-placenta 37,09
Fibroblasto-MSC 39,63
ICBM-umbilical 40,15
Fibroblasto-umbilical 41,59
MSC-placenta 42,84
MSC-umbilical 46,86
ICBM-placenta 48,41

Las Tablas 8-3, 8-4 y 8-5 muestran el aumento de la expresion de los genes en las células derivadas de la
placenta (Tabla 8-3), el aumento en las células derivadas de cordon umbilical (Tabla 8-4), y la reduccion en las
células derivadas de cordon umbilical y de la placenta (Tabla 8-5). La columna titulada "ID del conjunto de sondas”
se refiere al codigo de identificacion del fabricante para los conjuntos de varias sondas de oligonucleétidos
localizadas en un sitio particular en la matriz, que hibridan con el gen nombrado (columna "Nombre del gen"), que
comprende una secuencia que puede encontrarse dentro de la base de datos del NCBI (GenBank) en el nimero de
registro especificado (columna "NUmero de registro del NCBI").
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Tabla 8-3. Genes que demostraron tener una expresion especificamente aumentada en las células derivadas de la
placenta en comparacién con las demas lineas celulares ensayadas.
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Genes aumentados en las células derivadas de la pla  centa
ID del conjunto Nombre del aen NUmero de registro
de sondas 9 del NCBI
Lectina de tipo C (dependiente de calcio,
209732_at dominio de reconocimiento de carbohidratos), AF070642
miembro 2 de la superfamilia (inducida por activacion)
206067 _s_at tumor de Wilms 1 NM_024426
207016 s at familia de aldehldo deshidrogenasa 1, ABO15228
— = miembro A2

206367 at renina NM_000537

210004 at receptor 1 de _Ilpoprot_elna de_ baja densidad AF035776
- oxidada (tipo lectina)

214993 at Homo sapiens, clon IMAG.E:4179671, ARNmM, AF070642
- cds parcial

202178 at proteina quinasa C, zeta NM 002744

209780 _at proteina hipotética DKFZp564F013 AL136883

204135 at regulad:d por dlsmlnu_(:lon en el NM 014890
- cancer de ovario 1 -

ARNmM de Homo sapiens; ADNc DKFZp547K1113
213542 at (del clon DKFZp547K1113) Al246730

Tabla 8-4. Genes que demostraron tener una expresién especificamente aumentada en las células derivadas de

cordén umbilical en comparacién con las demas lineas celulares ensayadas.

Genes aumentados en las células derivadas de cordén umbilical
ID del conjunto Nombre del gen Numero de registro
de sondas del NCBI
202859 x_at interleucina 8 NM_000584
211506 s at interleucina 8 AF043337
210222 s _at reticulén 1 BC000314
204470 at N Iigandp 1 de quimiocina '(m.otivo C-X-C) NM 001511
- (actividad estimuladora del crecimiento de melanoma) -
206336 at Iigar]do 6 de. qgirr]iogina (motivo C-X-;:) NM 002993
- (proteina 2 quimiotactica para granulocitos) -
207850 _at ligando 3 de guimiocina (motivo C-X-C) NM_002090
203485 _at reticulén 1 NM_021136
202644 s at facto'r de n'ecros'is tumoral, NM 006290
— = proteina 3 inducida por alfa -
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Tabla 8-5. Genes que demostraron tener una expresion disminuida en las células derivadas de cordén umbilical y de

la placenta, en comparacién con las demas lineas celulares ensayadas.

Genes disminuidos en las células derivadas de cordd

n umbilical y de la placenta

ID del conjunto

Nombre del gen

NUmero de registro

de sondas del NCBI
210135 s at caja homedtica 2 de la baja estatura AF022654.1
205824 at proteina 2 de choque térmico de 27kDa NM 001541.1
ligando 12 de quimiocina (motivo C-X-C)
209687_at (factor 1 derivado de células del estroma) U19495.1
ligando 12 de quimiocina (motivo C-X-C)
203666 _at (factor 1 derivado de células del estroma) NM_000609.1
212670 at elastln'a (estenosis aprtlca supravalvular, AAA79278
- sindrome de Williams-Beuren)
ARNmM de Homo sapiens; ADNc DKFZp586M2022
213381 _at (del clon DKFZp586M2022) N91149
caja homedtica 2 de mesénquima
206201_s_at (caja homedtica especifica de la detencion del crecimiento) NM_005924.1
205817 _at homologo 1 de caja homedtica de “sine oculis” (Drosophila) NM_005982.1
209283_at cristalina, alfa B AF007162.1
212793 at activador de morfogénesis 2 asociado a “dishevelled” BF513244
213488 at proteina DKFZP586B2420 AL050143.1
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209763 at similar a neuralin 1 AL049176
205200 at tetranectina (proteina de unién a plasminégeno) NM 003278.1
205743 at dominio tres d_e homo!oglg con src (SH3) NM 003149.1
- y rico en cisteinas -
200921 s at gen 1 de translocacion de linfocitos B, antiproliferativa NM_001731.1
206932 _at colesterol 25-hidroxilasa NM_003956.1
204198 s at factor de transcripcion 3 relacionado con el enanismo AA541630
219747 at proteina hipotética FLJ23191 NM 024574.1
204773 at receptor de interleucina 11, alfa NM 004512.1
202465 _at potenciador de procoldgeno C-endopeptidasa NM_002593.2
203706_s_at homdlogo 7 de “frizzled” (Drosophila) NM_003507.1
212736 at gen hipotético BC008967 BE299456
214587 at colageno, tipo VIII, alfa 1 BE877796
201645 _at tenascina C (hexabraquion) NM_002160.1
210239 at proteina de caja homedtica iroquois 5 U90304.1
203903 s at hefaestina NM_014799.1
205816 at integrina, beta 8 NM 002214.1
203069 at glicoproteina 2 de vesicula sinaptica NM 014849.1
ADNc de Homo sapiens FLJ12280 fis,
213909_at clon MAMMA1001744 AU147799
206315 _at factor 1 similar al receptor de citocinas NM_004750.1
204401 at canal ple potas!o actllvado por pgluo dg conductancia NM 002250.1
- intermedia/baja, subfamilia N, miembro 4 -

216331 at integrina, alfa 7 AK022548.1
209663 s at integrina, alfa 7 AF072132.1
213125 at proteina DKFZP586L151 AWO007573
202133 _at coactivador de la transcnpz:_:%nzt):on motivo de unién a PDZ AA081084
206511 s at homélogo 2 de caja homedtica de “sine oculis” (Drosophila) NM 016932.1
213435 at proteina KIAA1034 AB028957.1
206115 at respuesta de crecimiento precoz 3 NM_004430.1
213707 s at caja homedtica de “distal less” 5 NM 005221.3
218181 s at proteina hipotética FLJ20373 NM 017792.1
209160 at familia 1 de e}ldo-ceFO reduct_asas, m|emb_ro C3 (3-alfa ABO18580.1

- hidroxiesteroide deshidrogenasa, tipo II)

213905 x at biglicano AA845258
201261 x_at biglicano BC002416.1
202132 _at coactivador de la transcnpz:_:%nzt):on motivo de unién a PDZ AA0S1084
214701 s at fibronectina 1 AJ276395.1
213791 at proencefalina NM_006211.1
205422 s_at integrina, tipo beta 1 (con d(én(glg)los de repeticién similares a NM_004791.1

clon de ADNc de inserto de longitud completa de ARNm de
214927_at Homo sapiens EUROIMAGE 1968422 AL359052.1
206070 _s at EphA3 AF213459.1
212805 at proteina KIAA0367 AB002365.1
219789 at receptor de péptido n,atrlluretlc.o C/gugnl!qto ciclasa C A1628360
- (receptor del péptido atrial natriurético C)
219054 at proteina hipotética FLJ14054 NM 024563.1
ARNmM de Homo sapiens; ADNc DKFZp564B222 (del clon
213429 at DKEZp564B8222) AW025579
204929 s at proteina de membrana asociada a vesicula 5 (miobrevina) NM_006634.1
201843_s_at proteina 1 de la matriz extraégllilar tipo fibulina que contiene NM_004105.2
221478 at similar a proteina 3 de interaccion con BCL2/adenovirus E1B AL132665.1
- de 19 kDa
201792 at proteina 1 de unién a AE NM_001129.2
204570_at polipéptido 1 de la subunidad Vlla de la citocromo c oxidasa NM_001864.1

(musculo)
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201621 at neuroblastoma, supresion de tumorigenicidad 1 NM_005380.1
202718_at proteina 2 de unién al faé:‘tsolr(gz crecimiento insulinoide, NM_000597

Las Tablas 8-6, 8-7 y 8-8 muestran el aumento de la expresion de los genes en los fibroblastos humanos
(Tabla 8-6), las células ICBM (Tabla 8-7) y las MSC (Tabla 8-8).

Tabla 8-6. Genes que demostraron tener una expresion aumentada en los fibroblastos en comparacién con las
demas lineas celulares ensayadas.

Genes aumentados en fibroblastos

Fosfatasa 2 de doble especificidad

Proteina KIAA0527

ADNc de Homo sapiens: FLJ23224 fis, clon ADSU02206

Dineina, citoplasmatica, polipéptido intermedio 1

Anquirina 3, nédulo de Ranvier (anquirina G)

Inhibina, beta A (activina A, activina AB, polipéptido alfa)

Ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 4 (funcién supuesta)

Proteina KIAA1053

Proteina 1A asociada a microtibulos

Proteina con dedos de zinc 41

Proteina HSPC019

ADNc de Homo sapiens: FLJ23564 fis, clon LNG10773

ARNmM de Homo sapiens; ADNc DKFZp564A072 (del clon DKFZp564A072)

Proteina LIM (similar a enigma de union a proteina quinasa C de rata)

Inhibidor del potenciador del gen del polipéptido de cadena ligera kappa en linfocitos B, proteina asociada al
complejo quinasa

Proteina hipotética FLJ22004

Secuencia de ARNm humano (clon CTG-A4)

ESTs, Moderadamente similar al factor 2 similar al receptor de citocinas; precursor CRL2 del receptor de
citocinas [Homo sapiens]

Factor de crecimiento transformante, beta 2

Proteina hipotética MGC29643

Antigeno identificado por el anticuerpo monoclonal MRC OX-2

Tabla 8-7. Genes que demostraron tener una expresién aumentada en las células derivadas de ICBM en
comparacién con las demas lineas celulares ensayadas.

Genes aumentados en células ICBM

Proteina de repeticién de anquirina cardiaca

ORF de la region MHC de clase |

Integrina, alfa 10

Proteina hipotética FLJ22362

UDP-N-acetil-alfa-D-galactosamina:polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa 3 (GalNAc-T3)
Proteina 44 inducida por interferén

SRY (regién determinante del sexo del cromosoma Y)-caja 9 (displasia campomélica,
reversion sexual autosémica)

Proteina asociada a queratina 1-1

Tipo hipocalcina 1

Jagged 1 (sindrome de Alagille)

Proteoglicano 1, granulo de secrecion

Tabla 8-8. Genes que demostraron tener una expresion aumentada en las células MSC en comparacién con las

demas lineas celulares ensayadas.

Genes aumentados en las células MSC
interleucina 26
maltasa-glucoamilasa (alfa-glucosidasa)
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subfamilia 4 de receptores nucleares, grupo A, miembro 2
homélogo de oncogén viral de osteosarcoma murino v-fos FBJ
proteina hipotética DC42

subfamilia 4 de receptores nucleares, grupo A, miembro 2
homdlogo B de oncogén viral de osteosarcoma murino FBJ
proteina 1 de via de sefializacion inducible por WNT1
secuencia transformante derivada de la linea celular MCF.2
canal de potasio, subfamilia K, miembro 15

homeoproteina clase paired de cartilago 1

ADNc de Homo sapiens FLJ12232 fis, clon MAMMA1001206
ADNc de Homo sapiens FLJ34668 fis, clon LIVER2000775
proto-oncogén jun B

LLC de linfocitos B/linfoma 6 (proteina con dedos de zinc 51)
proteina con dedos de zinc 36, tipo C3H, homdlogo (ratén)

Resumen. Se realiz6 un andlisis GENECHIP para proporcionar una caracterizacion molecular de las
células derivadas posparto de cordén umbilical y de la placenta. Este analisis incluy6d células derivadas de tres
cordones umbilicales diferentes y tres placentas diferentes. El estudio también incluyé dos lineas diferentes de
fibroblastos dérmicos, tres lineas de células madre mesenquimales y tres lineas celulares de médula ésea de cresta
iliaca. Se analiz6 el ARNm expresado por estas células mediante GENECHIP de Affymetrix que contenia sondas de
oligonucledtidos para 22.000 genes.

Los resultados demostraron que 290 genes se expresaban de manera diferenciada en estos cinco tipos
celulares diferentes. Estos genes incluyen diez genes que estdn aumentados especificamente en las células
derivadas de la placenta y siete genes aumentados especificamente en las células derivadas de cordén umbilical. Se
descubrid que cincuenta y cuatro genes tienen niveles de expresion especificamente inferiores en placenta y |
cordén umbilical.

La expresion de los genes seleccionados se ha confirmado mediante PCR en el Ejemplo 9. Estos
resultados demuestran que las células derivadas posparto tienen un perfil de expresion génica distinto, por ejemplo,
en comparacion con las células derivadas de médula 6sea y los fibroblastos.

Referencia

Lockhart et al., Expression monitoring by hybridization to high-density oligonucleotide arrays. Nat.
Biotechnol. 1996, 14(13):1675-1680.

EJEMPLO 9
Marcadores celulares en células derivadas posparto

Se evaluaron las similitudes y diferencias en las células derivadas de la placenta humana y el cordén
umbilical humano comparando sus perfiles de expresién génica con los de las células derivadas de otras fuentes
(mediante una matriz GENECHIP de Affymetrix). Se identificaron seis genes "firma": receptor de LDL oxidada 1,
interleucina-8, renina, reticulén, ligando 3 del receptor de quimiocinas (ligando 3 de CXC), y proteina 2 quimiotactica
para granulocitos (GCP-2). Estos genes "firma" se expresaron a niveles relativamente altos en las células derivadas
posparto.

Los estudios de la presente invencion se llevaron a cabo para verificar los datos de micromatrices y para
identificar la concordancia/discordancia entre genes y expresién de proteinas, asi como para establecer varios
ensayos fiables para la deteccion de identificadores Unicos para las células derivadas de cordén umbilical y de la
placenta.

Métodos y materiales

Células. Se cultivaron células derivadas de la placenta (tres aislados, incluido un aislado
predominantemente neonatal segin se identifica mediante analisis del cariotipo), células derivadas de cordén
umbilical (cuatro aislados), y fibroblastos dérmicos normales humanos (NHDF; neonatal y adulto), en Medio de
crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco, Carlsbad, CA), suero bovino fetal al 15% (v/v) (n° de cat.
SH30070.03; Hyclone, Logan, UT), beta-mercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO), 50 unidades/mililitro
de penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA) en un matraz T75 recubierto con
gelatina. Se cultivaron células madre mesenquimales (MSC) en medio Mesenchymal Stem Cell Growth Medium
BulletKit (MSCGM; Cambrex, Walkerville, MD).
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Para el experimento de secrecion de IL-8, se descongelaron las células del nitrégeno liquido y se
sembraron en matraces recubiertos con gelatina a 5.000 células/cm?, se cultivaron durante 48 horas en Medio de
crecimiento, y, a continuacién, se cultivaron durante un periodo adicional de 8 horas en 10 mililitros de medio de
privacién de suero (DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco, Carlsbad, CA), 50 unidades/mililitro de penicilina,
50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA), y albumina de suero bovino al 0,1% (p/v) (BSA;
Sigma, St. Louis, MO)). Después de este tratamiento, se extrajo el ARN y los sobrenadantes se centrifugaron a
150 x g durante 5 minutos para eliminar los desechos celulares. A continuacién, se congelaron los sobrenadantes a
-80°C para el analisis ELISA.

Cultivo celular para el ensayo ELISA . Se cultivaron en Medio de crecimiento, en matraces T75
recubiertos con gelatina, células posparto derivadas de la placenta y del cordén umbilical, asi como fibroblastos
humanos derivados de prepucio neonatal humano. Las células se congelaron en el pase 11 en nitrégeno liquido. Las
células se descongelaron y se transfirieron a tubos de centrifuga de 15 mililitros. Después de la centrifugacion a
150 x g durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 4 mililitros de medio de
cultivo y se realizo el recuento. Las células se cultivaron en un matraz de 75 cm? que contenia 15 mililitros de Medio
de crecimiento a 375.000 células/matraz durante 24 horas. El medio se cambié a un medio de privaciéon de suero
durante 8 horas. Se recogié el medio de privacion de suero al final de la incubacion, se centrifugd a 14.000 x g
durante 5 minutos, y se almacend a -20°C.

Para estimar el nimero de células en cada matraz, se afiadieron a cada matraz 2 mililitros de tripsina/EDTA
(Gibco, Carlsbad, CA). Después que las células se desprendieron del matraz, se neutralizo la actividad tripsina con 8
mililitros de Medio de crecimiento. Las células se transfirieron a un tubo de centrifuga de 15 mililitros y se
centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante, y se afadié a cada tubo 1 mililitro de Medio
de crecimiento para resuspender las células. Se estimé el nUmero de células mediante un hemocitometro.

Ensayo ELISA . Se analiz6 la cantidad de IL-8 secretada por las células en el medio de privacion de suero
mediante ensayos ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN). Todos los ensayos se examinaron segun las
instrucciones proporcionadas por el fabricante.

Aislamiento de ARN total . Se extrajo ARN de los fibroblastos y las células derivadas posparto confluentes
o para la expresion de IL-8 de las células tratadas como se ha descrito anteriormente. Las células se lisaron con 350
microlitros de tampon RLT que contenia betamercaptoetanol (Sigma, St. Louis, MO) segun las instrucciones del
fabricante (RNeasy Mini Kit; Qiagen, Valencia, CA). Se extrajo el ARN segun las instrucciones del fabricante
(RNeasy Mini Kit; Qiagen, Valencia, CA) y se someti6 a tratamiento con ADNasa (2,7 U/muestra) (Sigma St. Louis,
MO). El ARN se eluyé con 50 microlitros de agua tratada con DEPC y se almacend a -80°C. También se extrajo ARN
de placenta humana y cordon umbilical. Se suspendié tejido (30 miligramos) en 700 microlitros de tampén RLT que
contenia beta-mercaptoetanol. Las muestras se homogeneizaron mecanicamente, y la extraccién del ARN trascurrié
segun las especificaciones del fabricante. Se extrajo ARN con 50 microlitros de agua tratada con DEPC y se
almaceno a -80°C.

Transcripcion inversa . Se realiz6 la transcripcion inversa del ARN mediante hexameros aleatorios con los
reactivos de transcripcion inversa TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) a 25°C durante 10 minutos, 37°C
durante 60 minutos, y 95°C durante 10 minutos. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Los genes que se determind, mediante micromatriz de ADNc, estaban regulados Unicamente en las células
derivadas posparto (genes firma — incluidos receptor de LDL oxidada, interleucina-8, renina y reticulén), se
investigaron adicionalmente utilizando PCR en tiempo real y convencional.

PCR en tiempo real . Se realiz6 una PCR en muestras de ADNc utilizando los productos de expresién
génica ASSAYS-ON-DEMAND: receptor de LDL oxidada (Hs00234028); renina (Hs00166915); reticulon
(Hs00382515); ligando 3 de CXC (Hs00171061); GCP-2 (Hs00605742); IL-8 (Hs00174103); y GAPDH se mezclaron
con ADNc y TagMan Universal PCR Master Mix segun las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, Foster
City, CA) utilizando un sistema de detecciéon de secuencias “ABI PRISM 7000 Sequence Detection System” con el
software ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las condiciones del termociclador fueron
inicialmente 50°C durante 2 minutos y 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos
y 60°C durante 1 minuto. Los datos de PCR se analizaron segun las especificaciones del fabricante (boletin del
usuario n°2 del sistema de deteccidn de secuencias ABI Prism 7700 de Applied Biosystems).

PCR convencional . Se realiz6 una PCR convencional con un ABI PRISM 7700 (Perkin Elmer Applied
Biosystems, Boston, MA) para confirmar los resultados de la PCR en tiempo real. La PCR se realizé utilizando 2
microlitros de solucién de ADNc, 1 X tampdn de reaccion TAQ Polymerase (nombre comercial AMPLITAQ GOLD)
Universal Mix PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA), y desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos. Se
optimizé la amplificacion para cada conjunto de cebadores: para IL-8, ligando 3 de CXC y reticuldn (94°C durante 15
segundos, 55°C durante 15 segundos y 72°C durante 30 segundos durante 30 ciclos); para la renina (94°C durante
15 segundos, 53°C durante 15 segundos y 72°C durante 30 segundos durante 38 ciclos); para el receptor de LDL
oxidada y GAPDH (94°C durante 15 segundos, 55°C durante 15 segundos y 72°C durante 30 segundos durante 33
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ciclos). Los cebadores utilizados para la amplificacion se enumeran en la Tabla 1. La concentracion de cebador en la
reaccion de PCR final fue 1 micromolar a excepcion de GAPDH, que fue 0,5 micromolar. Los cebadores GAPDH
fueron los mismos que la PCR en tiempo real, salvo porque no se afiadio la sonda TagMan del fabricante a la
reaccion de PCR final. Las muestras se procesaron en gel de agarosa al 2% (p/v) y se tifieron con bromuro de etidio
(Sigma, St. Louis, MO). Las imagenes se capturaron con una pelicula 667 Universal Twinpack (VWR International,
South Plainfield, NJ) utilizando una camara POLAROID con distancia focal (VWR International, South Plainfield, NJ).

Tabla 9-1: Cebadores utilizados

Nombre del cebador Cebadores

Receptor de LDL oxidada S: 5’-GAGAAATCCAAAGAGCAAATGG-3’ (SEQ ID NO:1)
A: 5'-AGAATGGAAAACTGGAATAGG-3 (SEQ ID NO:2)

Renina S: 5-TCTTCGATGCTTCGGATTCC-3 (SEQ ID NO:3)
A: 5-GAATTCTCGGAATCTCTGTTG-3 (SEQ ID NO:4)

Reticulon S: 5'- TTACAAGCAGTGCAGAAAACC-3 (SEQ ID NO:5)
A: 5- AGTAAACATTGAAACCACAGCC-3’ (SEQ ID NO:6)

Interleucina -8 S: 5- TCTGCAGCTCTGTGTGAAGG-3' (SEQ ID NO:7)
A: 5-CTTCAAAAACTTCTCCACAACC- 3 (SEQ ID NO:8)

Ligando 3 de quimiocina (CXC) S: 5'- CCCACGCCACGCTCTCC-3’ (SEQ ID NO:9)
A: 5-TCCTGTCAGTTGGTGCTCC -3 (SEQ ID NO:10)

Inmunofluorescencia . Las células derivadas posparto se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) frio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se utiliz6 un aislado de cada uno de
células derivadas de cordon umbilical y de la placenta en el pase 0 (PO) (directamente después del aislamiento) y
pase 11 (P11) (dos aislados de células derivadas de la placenta, dos aislados de células derivadas de cordén
umbilical) y fibroblastos (P11). Se realiz6 la inmunocitoquimica utilizando anticuerpos dirigidos contra los siguientes
epitopos: vimentina (1:500, Sigma, St. Louis, MO), desmina (1:150; Sigma - generada contra conejo; o 1:300;
Chemicon, Temecula, CA - generada contra ratdn,), alfa actina de musculo liso (SMA; 1:400; Sigma), citoqueratina
18 (CK18; 1:400; Sigma), factor de von Willebrand (VWF; 1:200; Sigma), y CD34 (CD34 humana clase Ill; 1:100;
DAKOCytomation, Carpinteria, CA). Ademas, se ensayaron los siguientes marcadores en células derivadas posparto
en pase 11: anti-GRO-alfa humana - PE (1:100; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), anti-GCP-2 humana (1:100;
Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA), anti-receptor de LDL oxidada 1 humano (ox-LDL R1; 1:100; Santa Cruz
Biotech), y anti-NOGA-A humana (1:100; Santa Cruz, Biotech).

Los cultivos se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se expusieron a una solucién de
bloqueo de proteinas que contenia PBS, suero de cabra al 4% (v/v) (Chemicon, Temecula, CA), y Triton al 0,3%
(v/v) (Triton X-100; Sigma, St. Louis, MO) durante 30 minutos para tener acceso a los antigenos intracelulares.
Cuando el epitopo de interés se encontraba en la superficie celular (CD34, ox-LDL R1), se omitio el Triton X-100 en
todas las etapas del procedimiento con el fin de evitar la pérdida de epitopos. Ademas, en los casos en los que el
anticuerpo primario se genero contra cabra (GCP-2, ox-LDL R1, NOGO-A), se utilizé suero de burro al 3% (v/v) en
lugar de suero de cabra durante todo el proceso. A continuacién, se aplicaron a los cultivos los anticuerpos
primarios, diluidos en solucion de bloqueo, durante un periodo de 1 hora a temperatura ambiente. Se eliminaron las
soluciones de anticuerpo primario y los cultivos se lavaron con PBS antes de aplicar las soluciones de anticuerpo
secundario (1 hora a temperatura ambiente) que contenian solucién de bloqueo junto con IgG de cabra anti-raton -
Texas Red (1:250; Molecular Probes, Eugene, OR) y/o 1gG de cabra anti-conejo - Alexa 488 (1:250; Molecular
Probes) o IgG de burro anti-cabra - FITC (1:150, Santa Cruz Biotech). A continuacién, los cultivos se lavaron y se
aplico DAPI 10 micromolar (Molecular Probes) durante 10 minutos para visualizar los nucleos celulares.

Después de la inmunotincion, se visualizé la fluorescencia mediante un filtro de fluorescencia apropiado en
un microscopio de epifluorescencia invertido Olympus (Olympus, Melville, NY). En todos los casos, la tincion positiva
representaba la sefial de fluorescencia por encima de la tincién de control donde se siguié todo el procedimiento
esbozado anteriormente con la excepcion de la aplicacion de una soluciéon de anticuerpo primario (control no
primario). Se capturaron imagenes representativas con una camara de video digital en color y el software ImagePro
(Media Cybernetics, Carlsbad, CA). Para las muestras con triple tincion, cada imagen se tom¢ utilizando un solo filtro
de emisién a la vez. A continuacion, se prepararon montajes en capas utilizando el software Adobe Photoshop
(Adobe, San Jose, CA).

Preparacion de células para el analisis FACS . Las células adherentes en los matraces se lavaron en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (Gibco, Carlsbad, CA) y se desprendieron con tripsina/EDTA (Gibco,
Carlsbad, CA). Las células se recolectaron, se centrifugaron y se resuspendieron en FBS al 3% (v/v) en PBS a una
concentracion celular de 1 x 10"/mililitro. Se llevaron alicuotas de cien microlitros a tubos coénicos. Las células
tefiidas para los antigenos intracelulares se permeabilizaron con tampén Perm/Wash (BD Pharmingen, San Diego,
CA). Se afiadié a las alicuotas el anticuerpo segun las especificaciones del fabricante, y las células se incubaron en
oscuridad durante 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron
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para eliminar el anticuerpo sobrante. Las células que necesitaban un anticuerpo secundario se resuspendieron en
100 microlitros de FBS al 3%. El anticuerpo secundario se afiadié segin la especificacion del fabricante, y las células
se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se
centrifugaron para eliminar el anticuerpo secundario sobrante. Las células lavadas se resuspendieron en 0,5 mililitros
de PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: receptor de LDL
oxidada 1 (sc-5813; Santa Cruz, Biotech), GROa (555042; BD Pharmingen, Bedford, MA), IgG1 kappa de raton, (P-
4685 y M-5284; Sigma), e IgG de burro contra cabra (sc-3743; Santa Cruz, Biotech).

Analisis FACS . El analisis de citometria de flujo se realiz6 con FACScalibur (Becton Dickinson San Jose,
CA).

Resultados

Los resultados de la PCR en tiempo real para los genes "firma" seleccionados realizada sobre ADNc de
células derivadas de fibroblastos adultos y neonatales, células madre mesenquimales (MSC) y placentas humanas,
indican que tanto el receptor de LDL oxidada como la renina se expresaban a un nivel mas alto en las células
derivadas de la placenta en comparacion con otras células. Los datos obtenidos a partir de la PCR en tiempo real se
analizaron mediante el método AACT y se expresaron en una escala logaritmica. Los niveles de expresion del
receptor de LDL oxidada y reticulén fueron mayores en las células derivadas de cordon umbilical en comparacién
con otras células. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion del ligando 3 de CXC y
GCP-2 entre las células derivadas posparto y los controles (datos no mostrados). El ligando 3 de CXC se expres6 a
niveles muy bajos. GCP-2 se expresd a niveles comparables con los de los fibroblastos adultos y neonatales
humanos. Los resultados de la PCR en tiempo real se confirmaron mediante PCR convencional. La secuenciacion
de los productos de PCR validé adicionalmente estas observaciones. No se encontraron diferencias significativas en
el nivel de expresion de ligando 3 de CXC entre las células derivadas posparto y los controles utilizando los
cebadores de ligando 3 de CXC de PCR convencional que figuran en la Tabla 9-1.

La expresién de la citocina IL-8 en células derivadas posparto estd elevada en las células derivadas
posparto cultivadas en Medio de crecimiento y las privadas de suero. Todos los datos de PCR en tiempo real se
validaron con PCR convencional y secuenciando los productos de PCR.

Cuando se examinaron los sobrenadantes de las células cultivadas en medio sin suero para la presencia de
IL-8, las mayores cantidades se detectaron en los medios derivados de las células derivadas de cordén umbilical y
de algunos aislados de células derivadas de la placenta (Tabla 9-2). No se detect6 IL-8 en el medio derivado de
fibroblastos dérmicos humanos.

Tabla 9-2: expresion de la proteina IL-8 medida mediante ELISA

Tipo celular IL-8

Fibroblastos humanos ND

Aislado de placenta 1 ND

Aislado de UMBC 1 2058,42+144,67
Aislado de placenta 2 ND

Aislado de UMBC 2 2368,86+22,73
Aislado de placenta 3 (O, a concentracién normal) 17,2748,63

Aislado de placenta 3 (O, a baja concentracién sin BME) 264,9249,88
Resultados del ensayo ELISA para la interleucina -8 (IL-8) realizados en células derivadas de
la placenta y de cordén umbilical, asi como fibrobl astos dérmicos humanos. Los valores
presentados aqui son picogramos/millén de células, n=2, eem.

ND: no detectado

También se examinaron células derivadas de la placenta para la expresion del receptor de LDL oxidada,
GCP-2 y GROalfa mediante andlisis FACS. Las células dieron positivo para GCP-2. No se detectaron receptor de
LDL oxidada ni GRO mediante este método.

Las células derivadas de la placenta también se ensayaron para la produccion de proteinas seleccionadas
mediante analisis inmunocitoquimico. Inmediatamente después del aislamiento (pase 0), las células derivadas de la
placenta humana se fijaron con paraformaldehido al 4% y se expusieron a anticuerpos para seis proteinas: factor
von Willebrand, CD34, citoqueratina 18, desmina, alfa actina de musculo liso y vimentina. Las células presentaron
tincion positiva para alfa actina de musculo liso y para vimentina. Este patron se conservo hasta el pase 11. Sélo
unas pocas células (< 5%) en el pase 0 presentaron tincién positiva para la citoqueratina 18.

Se sondaron células derivadas de cordon umbilical humano en el pase 0 para la produccion de proteinas

seleccionadas mediante analisis inmunocitoquimico. Inmediatamente después del aislamiento (pase 0), las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% y se expusieron a anticuerpos para seis proteinas: factor von Willebrand,
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CD34, citoqueratina 18, desmina, alfa actina de musculo liso y vimentina. Las células derivadas de cordén umbilical
fueron positivas para alfa actina de musculo liso y vimentina, siendo el patron de tincién coherente hasta el pase 11.

También se investigaron mediante inmunocitoquimica células derivadas de la placenta en el pase 11 para
la producciéon de GROalfa y GCP-2. Las células derivadas de la placenta fueron positivas para GCP-2, pero no se
detect6 produccion de GROalfa mediante este método.

Se investigd mediante inmunocitoquimica la produccién de GROalfa, GCP-2, receptor de LDL oxidada 1y
reticulon (NOGO-A) en las células derivadas de corddon umbilical en el pase 11. Las células derivadas de cordén
umbilical fueron positivas para GCP-2, pero no se detectd produccion de GRO alfa mediante este método. Ademas,
las células fueron positivas para NOGO-A.

Resumen. Se establecié la concordancia entre los niveles de expresion génica medidos mediante
micromatrices y PCR (tanto en tiempo real como convencional) para cuatro genes: receptor de LDL oxidada 1,
renina, reticulon e IL-8. La expresion de estos genes estaba regulada de manera diferenciada a nivel del ARNm en
las células derivadas posparto, estando regulada la IL-8 también de manera diferenciada a nivel de proteinas. No se
detectd la presencia de receptor de LDL oxidada a nivel de proteinas mediante analisis FACS en las células
derivadas de la placenta. No se confirmé la expresion diferencial de GCP-2 y ligando 3 de CXC a nivel de ARNm; sin
embargo, se detectd GCP-2 a nivel de proteinas mediante andlisis FACS en las células derivadas de la placenta.
Aungue este resultado no respalda los datos originalmente obtenidos a partir del experimento de micromatrices, esto
puede deberse a una diferencia en la sensibilidad de las metodologias.

Inmediatamente después del aislamiento (pase 0), las células derivadas de la placenta humana presentaron
tincién positiva para alfa actina de muasculo liso y vimentina. Este patrén también se observé en las células en el
pase 11. Estos resultados sugieren que la expresion de vimentina y alfa actina de muasculo liso puede conservarse
en las células durante los pases, al menos en el Medio de crecimiento utilizado en el presente documento.

Se sondaron células derivadas de cordon umbilical humano en el pase 0 para la expresion de alfa actina de
musculo liso y vimentina, y fueron positivas para ambas. El patrén de tincion se conservé hasta el pase 11.

En conclusion, los datos de ARNm completo verifican, al menos parcialmente, los datos obtenidos a partir
de los experimentos de micromatrices.

EJEMPLO 10
Caracterizacion inmunohistoquimica del fenotipo PPDC

Se analizaron mediante inmunohistoquimica los fenotipos de las células que se encuentran en los tejidos
posparto humanos, a saber, el cordon umbilical y la placenta.

Materiales y métodos

Preparacion de tejidos . Se recolectaron tejido de cordén umbilical y placentario humanos, y se fijaron por
inmersion en paraformaldehido al 4% (p/v) durante la noche a 4°C. La inmunohistoquimica se realiz6 utilizando
anticuerpos dirigidos contra los siguientes epitopos (véase la Tabla 10-1): vimentina (1:500; Sigma, St. Louis, MO),
desmina (1:150, generada contra conejo; Sigma; o 1:300, generada contra ratén; Chemicon, Temecula, CA), alfa
actina de musculo liso (SMA; 1:400; Sigma), citoqueratina 18 (CK18; 1:400; Sigma), factor de von Willebrand (VWF;
1:200; Sigma) y CD34 (CD34 humana clase lll; 1:100; DAKOCytomation, Carpinteria, CA). Ademas, se ensayaron
los siguientes marcadores: anti-GROalfa humana - PE (1:100; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), anti-GCP-2
humana (1:100; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA), anti-receptor de LDL oxidada 1 humano (ox-LDL R1; 1:100;
Santa Cruz Biotech), y anti-NOGO-A humana (1:100; Santa Cruz Biotech). Las muestras fijadas se recortaron con un
bisturi y se colocaron dentro del compuesto de inclusién OCT (Tissue-Tek OCT; Sakura, Torrance, CA) en un bafio
de hielo seco que contenia etanol. A continuacion, se cortaron los bloques congelados (10 micrémetros de espesor)
con un criostato convencional (Leica Microsystems) y se montaron en portaobjetos de vidrio para la tincion.
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Tabla 10-1: Resumen de los anticuerpos primarios ut ilizados
Anticuerpo Concentracion Proveedor
Vimentina 1:500 Sigma, St. Louis, MO
Desmina (rb) 1:150 Sigma
Desmina (m) 1:300 Chemicon, Temecula, CA
Alfa actina de musculo liso (SMA) 1:400 Sigma
Citoqueratina 18 (CK18) 1:400 Sigma
Factor de von Willebrand (VWF) 1:200 Sigma
CD34 Il 1:100 DakoCytomation, Carpinteria, CA
GROalfa-PE 1:100 BD, Franklin Lakes, NJ
GCP-2 1:100 Santa Cruz Biotech
Ox-LDL R1 1:100 Santa Cruz Biotech
NOGO-A 1:100 Santa Cruz Biotech

Inmunohistoquimica . Se realizé la inmunohistoquimica de manera similar a los estudios anteriores (por
ejemplo, Messina, et al. (2003) Exper. Neurol. 184:816-829). Las secciones de tejido se lavaron con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y se expusieron a una solucién de bloqueo de proteinas que contenia PBS, suero de
cabra al 4% (v/v) (Chemicon, Temecula, CA) y Triton al 0,3% (v/v) (Triton X-100; Sigma) durante 1 hora para tener
acceso a los antigenos intracelulares. En los casos en los que el epitopo de interés se encontraba en la superficie
celular (CD34, ox-LDL R1), se omitié el triton en todas las etapas del procedimiento con el fin de evitar la pérdida de
epitopos. Ademas, en los casos en los que el anticuerpo primario se gener6 contra cabra (GCP-2, ox-LDL R1,
NOGO-A), se utilizé6 suero de burro al 3% (v/v) en lugar de suero de cabra durante todo el procedimiento. A
continuacién, se aplicaron a los cortes los anticuerpos primarios, diluidos en solucién de bloqueo, durante un periodo
de 4 horas a temperatura ambiente. Se eliminaron las soluciones de anticuerpo primario, y los cultivos se lavaron
con PBS antes de aplicar las soluciones de anticuerpo secundario (1 hora a temperatura ambiente) que contenian
solucion de bloqueo junto con IgG de cabra anti-raton - Texas Red (1:250; Molecular Probes, Eugene, OR) y/o IgG
de cabra anti-conejo - Alexa 488 (1:250; Molecular Probes) o IgG de burro anti-cabra - FITC (1:150; Santa Cruz
Biotech). Los cultivos se lavaron, y se aplic6 DAPI 10 micromolar (Molecular Probes) durante 10 minutos para
visualizar los nucleos celulares.

Después de la inmunotincion, se visualizé la fluorescencia con el filtro de fluorescencia apropiado en un
microscopio de epifluorescencia invertido Olympus (Olympus, Melville, NY). La tincién positiva estaba representada
por la sefal de fluorescencia por encima de la tincién de control. Se capturaron imagenes representativas con una
camara de video digital en color y el software ImagePro (Media Cybernetics, Carlshad, CA). Para las muestras con
triple tincion, cada imagen se tomd utilizando un solo filtro de emisién a la vez. A continuacién, se prepararon
montajes en capas utilizando el software Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, CA).

Resultados

Caracterizacién de cordén umbilical . Se expresaron los marcadores vimentina, desmina, SMA, CK18,
VWF y CD34 en un subconjunto de las células que se encuentran dentro del cordén umbilical (datos no mostrados).
En particular, la expresion de VWF y CD34 estaba restringida a los vasos sanguineos contenidos en el cordén. Las
células CD34+ se encontraban en la capa mas interna (lado del lumen). Se encontré expresion de vimentina por
toda la matriz y los vasos sanguineos del corddn umbilical. La SMA estaba limitada a la matriz y las paredes
exteriores de la arteria y la vena, pero no estaba contenida en los propios vasos. Se observaron CK18 y desmina
dentro de los vasos solamente, estando la desmina restringida a las capas media y exterior.

Caracterizaciéon de placenta . Se observaron vimentina, desmina, SMA, CK18, vWF y CD34 dentro de la
placenta y eran especificas de la zona.

Expresion tisular de GROalfa, GCP-2, ox-LDL R1 y NOG O-A. No se observé ninguno de estos
marcadores dentro del tejido de cordén umbilical o placentario (datos no mostrados).

Resumen . Vimentina, desmina, alfa actina de musculo liso, citoqueratina 18, factor de von Willebrand y
CD34 se expresan en las células que se encuentran dentro del cordén umbilical y la placenta humanos. En base a
estudios de caracterizacion in vitro que demuestran que so6lo se expresan vimentina y alfa actina de musculo liso, los
datos sugieren que el proceso actual de aislamiento de células derivadas posparto recolecta una subpoblacion de
células o que las células aisladas cambian la expresion de marcadores para expresar vimentina y alfa actina de
musculo liso.

EJEMPLO 11:

Inmunologia in vitro de células derivadas posparto
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Se evaluaron lineas celulares derivadas posparto in vitro en cuanto a sus caracteristicas inmunitarias en un
esfuerzo por predecir la respuesta inmunitaria, de haberla, que estas células podrian inducir tras el trasplante in vivo.
Se analizaron lineas celulares derivadas posparto mediante citometria de flujo para la expresién de HLA-DR, HLA-
DP, HLA-DQ, CD80, CD86 y B7-H2. Estas proteinas son expresadas por las células presentadoras de antigeno
(APC) y son necesarias para la estimulacién directa de los linfocitos T CD4" virgenes (Abbas y Lichtman,
CELLULAR AND MOLECULAR IMMUNOLOGY, 52 ed. (2003) Saunders, Philadelphia, p. 171). También se
analizaron lineas celulares mediante citometria de flujo para la expresion de HLA-G (Abbas y Lichtman, CELLULAR
AND MOLECULAR IMMUNOLOGY, 52 ed. (2003) Saunders, Philadelphia, p. 171), CD178 (Coumans, et al., (1999)
Journal of Immunological Methods 224, 185-196), y PD-L2 (Abbas y Lichtman, CELLULAR AND MOLECULAR
IMMUNOLOGY, 52 ed. (2003). Saunders, Philadelphia, p 171; Brown, et al. (2003) The Journal of Immunology 170,
1257-1266). Se cree que la expresion de estas proteinas por parte de las células que se encuentran en los tejidos de
la placenta interviene en el estado inmunoprivilegiado de los tejidos de la placenta in utero. Para predecir el grado en
que las lineas celulares derivadas de la placenta y del cordon umbilical posparto inducen una respuesta inmunitaria
in vivo, las lineas celulares se ensayaron en una reaccion linfocitaria mixta (MLR) unidireccional.

Materiales y métodos

Cultivo celular . Las células se cultivaron en Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa
(Gibco, Carlsbad, CA), suero bovino fetal al 15% (v/v) (FBS); (Hyclone, Logan, UT), betamercaptoetanol al 0,001%
(v/v) (Sigma, St. Louis, MO), 50 unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco,
Carlsbad, CA)) hasta la confluencia en matraces T75 (Corning, Corning, NY) recubiertos con gelatina al 2% (Sigma,
St. Louis, MO).

Tincién con anticuerpos . Las células se lavaron en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (Gibco,
Carlsbad, CA) y se desprendieron con tripsina/EDTA (Gibco, Carlsbad, CA). Las células se recolectaron, se
centrifugaron y se resuspendieron en FBS al 3% (v/v) en PBS a una concentracion celular de 1 x 10’ por mililitro. Se
afiadio anticuerpo (Tabla 11-1) a cien microlitros de suspension celular segun las especificaciones del fabricante y
se incub6 en oscuridad durante 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se
centrifugaron para eliminar el anticuerpo no unido. Las células se resuspendieron en quinientos microlitros de PBS y
se analizaron mediante citometria de flujo utilizando un instrumento FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Tabla 11-1. Anticuerpos

Anticuerpo Fabricante NUmero de catalogo
HLA-DRDPDQ BD Pharmingen (San Diego, CA) 555558
CD80 BD Pharmingen (San Diego, CA) 557227
CD86 BD Pharmingen (San Diego, CA) 555665
B7-H2 BD Pharmingen (San Diego, CA) 552502
HLA-G Abcam (Cambridgeshire, Reino Unido) | ab 7904-100
CD 178 Santa Cruz (San Cruz, CA) sc-19681
PD-L2 BD Pharmingen (San Diego, CA) 557846
IgG2a de ratén Sigma (St. Louis, MO) F-6522
IgGlkappa de ratbn | Sigma (St. Louis, MO) P-4685

Reaccion linfocitaria mixta . Se enviaron en hielo seco al CTBR (Senneville, Quebec), viales
crioconservados de PPDC derivadas de cordén umbilical del pase 10 marcadas como linea celular A y PPDC
derivadas de placenta del pase 11 marcadas como linea celular B, para llevar a cabo una reaccion linfocitaria mixta
utilizando CTBR SOP no. CAC-031. Se recogieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de multiples
donantes voluntarios varones y mujeres. Se trataron con mitomicina C, PBMC alogénicas estimuladoras (donante),
PBMC autélogas, y lineas celulares derivadas posparto. Se afiadieron células estimuladoras autélogas y tratadas
con mitomicina C a PBMC respondedoras (receptores) y se cultivaron durante 4 dias. Después de la incubacion, se
afnadié a cada muestra [3H]timidina y se cultivaron durante 18 horas. Después de recolectar las células, se extrajo el
ADN marcado radiactivamente, y se midi6 la incorporacion de [3H]-timidina con un contador de centelleo.

Se calcul6 el indice de estimulacion para el donante alogénico (SIAD) como la proliferacion media del
receptor mas el donante alogénico tratado con mitomicina C dividido por la proliferacion inicial del receptor. El indice
de estimulacién de las células derivadas posparto se calculé como la media de proliferacion del receptor mas la linea
celular derivada posparto tratada con mitomicina C dividido por la proliferacién inicial del receptor.

Resultados
Reaccion linfocitaria mixta - placenta . Se sometieron a criba siete donantes de sangre voluntarios

humanos para identificar un solo donante alogénico que presentara una fuerte respuesta de proliferaciéon en una
reaccion linfocitaria mixta con los otros seis donantes de sangre. Este donante se seleccioné como el donante
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alogénico de control positivo. Los seis donantes de sangre restantes se seleccionaron como receptores. El donante
alogénico de control positivo y lineas celulares derivadas de la placenta se trataron con mitomicina C y se cultivaron
en una reaccion linfocitaria mixta con los seis receptores alogénicos individuales. Las reacciones se realizaron por
triplicado utilizando dos placas de cultivo celular con tres receptores por placa (Tabla 11-2). El indice medio de
estimulacion varié entre 1,3 (placa 2) y 3 (placa 1) y los donantes alogénicos de control positivo variaron entre 46,25
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(placa 2) y 279 (placa 1) (Tabla 11-3).

Tabla 11-2. Datos de la reaccion linfocitaria mixta - Linea celular B (placenta)

DMP para el ensayo de proliferacion

ID de placa: Placa 1

NUmero Sistema de cultivo Replicaciones
del andlisis 1 2 3 Media DE CcVv
Medida inicial de la
proliferaciéon 79 119 138 112,0 30,12 26,9
del receptor
Control de autoestimulacion
(células autélogas tratadas 241 272 175 229,3 49,54 21,6
IMO3-7769 con mitomicjng C)
Donante alogénico de
MLR IM03-7768 23971 | 22352 | 20921 22414,7 | 1525,97 | 6,8
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo B tratada 664 559 1090 771,0 281,21 | 36,5
con mitomicina C)
Sl (donante) 200
Sl (linea
7
celular)
Medida inicial de la
proliferaciéon 206 134 262 200,7 64,17 32,0
del receptor
Control de autoestimulacién
(células autdlogas tratadas 1091 602 524 739,0 307,33 | 41,6
IMO3-7770 con mltomlc!ng C)
Donante alogénico de
MLR IM03-7768 45005 | 43729 | 44071 44268,3 | 660,49 | 1,5
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo B tratada 533 2582 | 2376 1830,3 | 1128,24 | 61,6
con mitomicina C)
S| (donante) 221
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Sl (linea celular) 9
Medida inicial de la
proliferacién 157 87 128 124,0 35,17 28,4
del receptor
Control de autoestimulacion
(células autdlogas tratadas 293 138 508 313,0 185,81 | 59,4
IMO3-7771 con mitomic,ing C)
Donante alogénico de
MLR IM03-7768 24497 | 34348 | 31388 30077,7 | 5054,53 | 16,8
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo B tratada 601 643 a 622,0 29,70 4,8
con mitomicina C)
Sl (donante) 243
Sl (linea celular) 5
Medida inicial de la
proliferaciéon 56 98 51 68,3 2581 | 37,8
del receptor
Control de autoestimulacion
(células autélogas tratadas 133 120 213 155,3 50,36 32,4
IM03-7772 con mitomicjng C)
Donante alogénico de
MLR IM03-7768 14222 | 20076 | 22168 18822,0 | 4118,75 | 21,9
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo B tratada a a a a a a
con mitomicina C)
Sl (donante) 275
Sl (linea celular) a
Medida inicial de la
proliferacién 84 242 208 178,0 83,16 46,7
IMO3-7768 del receptor
(donante - —
alogénico) antrol de agtoesﬂmulamon
(células autélogas tratadas 361 617 304 427,3 166,71 | 39,0
con mitomicina)
Medida inicial de la
proliferacién 126 124 143 131,0 10,44 8,0
Linea celular del receptor
tipo B Control de autoestimulacién
(células autdlogas tratadas 822 1075 487 7947 294,95 | 37,1
con mitomicina)
ID de placa: Placa 2
Numero del Sisterna de cultivo Replicaciones
andlisis 1 2 3 Media DE CcVv
Medida inicial de la
proliferaciéon 908 181 330 473,0 384,02 | 81,2
del receptor
Control de autoestimulacion
(células autélogas tratadas 269 405 572 415,3 151,76 | 36,5
IM03-7773 con mitomicjng C)
Donante alogénico de
MLR IM03-7768 29151 | 28691 | 28315 28719,0 | 418,70 | 15
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo B tratada 567 732 905 734,7 169,02 | 23,0
con mitomicina C)
Sl (donante) 61
Sl (linea celular) 2
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Medida inicial de la 73
proliferacion 893 1376 185 818,0 599,03 2 !
del receptor

Control de autoestimulacién 38
(células autdlogas tratadas 261 381 568 403,3 154,71 4‘
moars  (—geonmomene O
5310 | 4283 | 4828 48074, | 5134,1 | 10,
MLR IM03-7768 1 9 3 3 8 7
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular 46
(célula tipo B tratada 515 789 294 532,7 247,97 6,
con mitomicina C)

S| (donante) 59

Sl (linea celular) 1

Medida inicial de la 71
proliferacion 1272 300 544 705,3 505,69 7 !
del receptor

Control de autoestimulacion 51
(células autélogas tratadas 232 199 484 305,0 155,89 1’
T e
MLR IM03-7768 2355 | 1052 | 2896 21014, | 9479,7 | 45,
TR 4 3 5 0 4 1
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular o4
(célula tipo B tratada 768 924 563 751,7 181,05 1’
con mitomicina C)

Sl (donante) 30

Sl (linea celular) 1

Medida inicial de la 78
proliferacién 1530 137 1046 904,3 707,22 5 !
del receptor

Control de autoestimulacién 31
(células autdlogas tratadas 420 218 394 3440 109,89 9‘
Mos-TTTe Dgﬁg”gtggggg‘ig)de 2889 | 3249 | 3474 32044, | 2952,2
MLR IM03-7768 3 3 6 0 ’ 5 ’ 9,2
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo B tratada a a a a a a
con mitomicina C)
S| (donante) 35
Sl (linea celular) a

Tabla 11-3. indice medio de estimulacion de células de la placenta y un donante alogénico en una reaccion
linfocitaria mixta con seis receptores alogénicos individuales.

indice medio de estimulacion
Receptor Placenta
Placa 1 (receptores 1-3) 279 3
Placa 2 (receptores 4-6) 46,25 1.3
Reaccion linfocitaria mixta - corddn umbilical . Se sometieron a criba seis donantes de sangre

voluntarios humanos para identificar un solo donante alogénico que presentara una fuerte respuesta de proliferacion
en una reaccion linfocitaria mixta con los otros cinco donantes de sangre. Este donante se seleccion6 como el
donante alogénico de control positivo. Los cinco donantes de sangre restantes se seleccionaron como receptores. El
donante alogénico de control positivo y las lineas celulares derivadas de cordén umbilical se trataron con mitomicina
C y se cultivaron en una reaccion linfocitaria mixta con los cinco receptores alogénicos individuales. Las reacciones
se realizaron por triplicado utilizando dos placas de cultivo celular con tres receptores por placa (Tabla 11-4). El

59
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indice medio de estimulacién vario entre 6,5 (placa 1) y 9 (placa 2) y los donantes alogénicos de control positivo
variaron entre 42,75 (placa 1) y 70 (placa 2) (Tabla 11-5).

Tabla 11-4. Datos de la reaccion linfocitaria mixta - Linea Celular A (cordén umbilical)

DMP para el ensayo de proliferacion
ID de placa: Placa 1
Ndmero Sistema de cultivo Replicaciones
del analisis 1 2 3 Media DE CVv
Medida inicial de la
proliferacién 1074 406 391 623,7 390,07 | 62,5
del receptor
Control de
autoestimulacion
(células autélogas 672 510 1402 861,3 475,19 | 55,2
tratadas
IM04-2478 con mitomicina C)
Donante alogénico de
MLR IM04-2477
(tratadas con mitomicina
C)
MLR con linea celular
(célula tipo A tratada 2914 5622 6109 4881,7 | 1721,36 | 35,3
con mitomicina C)
S| (donante) 70
Sl (linea
8
celular)

43777 48391 38231 43466,3 | 5087,12 | 11,7

Medida inicial de la
proliferacién 530 508 527 521,7 11,93 2,3
del receptor

Control de
autoestimulacién

(células autélogas 701 567 1111 793,0 283,43 | 35,7

tratadas

IM04-2479 con mitomicina C)

Donante alogénico de
MLR IM04-2477
(tratadas con mitomicina
C)

MLR con linea celular

(célula tipo A tratada 5086 3932 1497 3505,0 | 1832,21 | 52,3
con mitomicina C)

S| (donante) 47
Sl (linea 7
celular)

25593 24732 22707 24344,0 | 148161 | 6,1

Medida inicial de la
proliferacion 1192 854 1330 1125,3 | 244,90 | 21,8
del receptor

Control de
autoestimulacion

(células autélogas 2963 993 2197 2051,0 | 993,08 | 48,4

tratadas

IM04-2480 con mitomicina C)

Donante alogénico de
MLR IM04-2477
(tratadas con mitomicina
C)

MLR con linea celular

(célula tipo A tratada 2596 5076 3426 3699,3 | 1262,39 | 34,1
con mitomicina C)

25416 29721 23757 26298,0 | 3078,27 | 11,7
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Sl (donante) 23
Sl (linea
3
celular)
Medida inicial de la
proliferacion 695 451 555 567,0 122,44 | 21,6
del receptor
Control de autoestimulacién
(células autélogas tratadas 738 1252 464 818,0 400,04 | 48,9
IM04-2481 con mitomicjng C)
Donante alogénico de
MLR IM04-2477 13177 24885 15444 17835,3 | 6209,52 | 34,8
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo A tratada 4495 3671 4674 4280,0 | 534,95 | 12,5
con mitomicina C)
S| (donante) 31
Sl (linea
8
celular)
ID de placa: Placa 2
Ndmero Sistema de cultivo Replicaciones
del andlisis 1 2 3 Media DE CVv
Medida inicial de la
proliferacién 432 533 274 413,0 130,54 | 31,6
del receptor
Control de autoestimulacién
(células autélogas tratadas 1459 633 598 896,7 487,31 | 54,3
IM04-2482 con mitomicjng C)
Donante alogénico de
MLR IM04-2477 24286 30823 31346 28818,3 | 3933,82 | 13,7
(tratadas con mitomicina C)
MLR con linea celular
(célula tipo A tratada 2762 1502 6723 3662,3 | 2724,46 | 74,4
con mitomicina C)
S| (donante) 70
Sl (linea
9
celular)
Medida inicial de la
IM04-2477 groliferacién 312 419 349 360,0 54,34 15,1
el receptor
(donante . s
alogénico) Coptrol de agtoeshmulamon
(células autdlogas tratadas 567 604 374 515,0 123,50 | 24,0
con mitomicina)
Medida inicial de la
proliferacion 5101 3735 2973 3936,3 | 1078,19 | 27,4
Linea celular del receptor
tipo A Control de autoestimulacién
(células autdlogas tratadas 1924 4570 2153 2882,3 | 1466,04 | 50,9
con mitomicina)

reaccion linfocitaria mixta con cinco receptores alogénicos individuales.

Tabla 11-5. indice medio de estimulacion de células derivadas de cordén umbilical y un donante alogénico en una

indice medio de estimulacién

Receptor Cordén umbilical
Placa 1 (receptores 1-4) 42,75 6,5
Placa 2 (receptor 5) 70 9
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Marcadores de células presentadoras de antigenos - Placenta. Los histogramas de las células
derivadas de la placenta analizadas mediante citometria de flujo presentan expresién negativa de HLA-DR,DP,DQ,
CD80, CD86 y B7-H2, como indica el valor de fluorescencia coherente con el testigo de 1gG, lo que indica que las
lineas celulares derivadas de la placenta carecen las moléculas de superficie celular necesarias para estimular
directamente las PBMC alogénicas (por ejemplo, linfocitos T CD4").

Marcadores de inmunomodulacién - Células derivadas de la placenta . Los histogramas de las células
derivadas de la placenta analizadas mediante citometria de flujo presentan expresién positiva de PD-L2, como indica
el aumento del valor de fluorescencia con respecto al testigo de IgG, y expresion negativa de CD178 y HLA-G, como
indica el valor de fluorescencia coherente con el testigo de 1gG (datos nho mostrados).

Marcadores de células presentadoras de antigenos - Células derivadas de cordén umbilical . Los
histogramas de las células derivadas de cordén umbilical analizadas mediante citometria de flujo presentan
expresion negativa de HLA-DR,DP,DQ, CD80, CD86 y B7-H2, como indica el valor de fluorescencia coherente con el
testigo de IgG, lo que indica que las lineas celulares derivadas de cordén umbilical carecen de las moléculas de
superficie celular necesarias para estimular directamente las PBMC alogénicas (por ejemplo, linfocitos T CD4").

Marcadores de inmunomodulacién - Células derivadas de cordén umbilical . Los histogramas de las
células derivadas de corddn umbilical analizadas mediante citometria de flujo presentan expresién positiva de PD-
L2, como indica el aumento del valor de fluorescencia con respecto al testigo de IgG, y expresion negativa de CD178
y HLA-G, como indica el valor de fluorescencia coherente con el testigo de IgG.

Resumen. En las reacciones linfocitarias mixtas llevadas a cabo con lineas celulares derivadas de la
placenta, el indice medio de estimulacion variaba entre 1,3 y 3, y el de los controles positivos alogénicas variaba
entre 46,25 y 279. En las reacciones linfocitarias mixtas llevadas a cabo con lineas celulares derivadas de corddn
umbilical, el indice medio de estimulacion variaba entre 6,5y 9, y el de los controles positivos alogénicas variaba
entre 42,75 y 70. Las lineas celulares derivadas de la placenta y de cordén umbilical fueron negativas para la
expresion de las proteinas estimuladoras HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ, CD80, CD86 y B7-H2, segin se mide
mediante citometria de flujo. Las lineas celulares derivadas de la placenta y de cordon umbilical fueron negativas
para la expresion de las proteinas inmunomoduladoras HLA-G y CD178, y positivas para la expresion de PD-L2,
segun se mide mediante citometria de flujo. Las PBMC de donantes alogénicos contienen células presentadoras de
antigenos que expresan HLA-DP,DR,DQ, CD80, CD86 y B7-H2, permitiendo de este modo la estimulacion de las
PBMC alogénicas (por ejemplo, linfocitos T CD4" virgenes). La ausencia de moléculas de superficie celular
presentadoras de antigenos en las células derivadas de la placenta y de cordén umbilical necesarias para la
estimulacion directa de las PBMC alogénicas (por ejemplo, linfocitos T CD4" virgenes) y la presencia de PD-L2, una
proteina inmunomoduladora, puede explicar el bajo indice de estimulacion presentado por estas células en una MLR
en comparacion con los controles alogénicos.

Referencias

Bruder SP et al. USP 6.355.239 B1 (2002).
Abbas, AK, Lichtman, AH. Cellular and Molecular Immunology, 5% ed. (2003) Saunders, Philadelphia, p.

171.
Bouteiller P.Le et al., (2003) Placenta 24; S10-S15.
Coumans B et al., (1999) Journal of Immunological Methods 224, 185-196].
Brown, Julia et al. (2003) The Journal of Immunology 170, 1257-1266.
EJEMPLO 12

Secrecion de factores troficos por las células deriv adas posparto

Se midi6 la secrecion de factores troficos seleccionados de las PPDC derivadas de la placenta y de cordon
umbilical. Se seleccionaron factores con actividad angiogénica (es decir, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
(Rosen et al. (1997) Ciba Found. Symp. 212:215-26), proteina 1 quimiotactica para monocitos (MCP-1) (Salcedo et
al. (2000) Blood 96; 34-40), interleucina-8 (IL-8) (Li et al. (2003). J. Immunol. 170:3369-76), factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) (Hughes et al. (2004). Ann. Thorac. Surg. 77:812-8), inhibidor tisular de metaloproteinasa de matriz
1 (TIMP1), angiopoyetina 2 (ANG2), factor de crecimiento plaquetario (PDGF-bb), trombopoyetina (TPO), factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF), factor la derivado de células del estroma (SDF-1a)),
actividad neurotréfica/neuroprotectora (factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)) (Cheng et al. (2003) Dev.
Biol. 258;319-33), interleucina-6 (IL-6), proteina 2 quimiotactica para granulocitos (GCP-2), factor de crecimiento
transformante beta 2 (TGFbeta2)), o actividad quimiocina (proteina inflamatoria de macréfagos 1a (MIP 1a), proteina
inflamatoria de macréfagos 1 beta (MIP1b), quimioatrayente para monocitos 1 (MCP-1), Rantes (expresada y
secretada por el linfocito T normal en funcién de su grado de activacion), 1309, quimiocina regulada por el timo y por
activacion (TARC), eotaxina, quimiocina derivada de macréfagos (MDC), IL-8).
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Métodos y material

Cultivo celular . Se cultivaron PPDC derivadas de la placenta y de corddn umbilical, asi como fibroblastos
humanos derivados de prepucio neonatal humano en Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa
(Gibco, Carlsbad, CA), suero bovino fetal al 15% (v/v) (SH30070.03; Hyclone, Logan, UT), 50 unidades/mililitro de
penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco)) en matraces T75 recubiertos con gelatina. Las células
se crioconservaron en el pase 11 y se almacenaron en nitrégeno liquido. Después de descongelar las células, se
afiadid Medio de crecimiento a las células, seguido de transferencia a un tubo de centrifuga de 15 mililitros y
centrifugacion de las células a 150 x g durante 5 minutos. Se deseché el sobrenadante. El sedimento celular se
resuspendié en 4 mililitros de Medio de crecimiento, y se realizo el recuento de las células. Las células se sembraron
a 5.000 células/cm® en un matraz T75 que contenia 15 mililitros de Medio de crecimiento y se cultivaron durante 24
horas. El medio se cambié a un medio sin suero (DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco), albimina de suero
bovino al 0,1% (p/v) (Sigma), 50 unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco))
durante 8 horas. El medio sin suero acondicionado se recogié al final de la incubacién mediante centrifugacion a
14.000 x g durante 5 minutos y se almacené a -0°C. Para estimar el nimero de células en cada matraz, las células
se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se desprendieron utilizando 2 mililitros de
tripsina/EDTA (Gibco). La actividad tripsina se inhibié afiadiendo 8 mililitros de Medio de crecimiento. Las células se
centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante, y las células se resuspendieron en 1 mililitro
de Medio de Crecimiento. Se estimé el nimero de células mediante un hemocitémetro.

Ensayo ELISA . Las células se cultivaron a 37°C en diéxido de carbono al 5% y oxigeno atmosférico. Las
PPDC derivadas de la placenta (101503) también se cultivaron en oxigeno al 5% o beta-mercaptoetanol (BME). La
cantidad de MCP-1, IL-6, VEGF, SDF-1a, GCP-2, IL-8 y TGF-beta2 producida por cada muestra de células se midi6
mediante un ensayo ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN). Todos los ensayos se realizaron segun las
instrucciones del fabricante. Los valores presentados son picogramos/mililitro/millén de células (n = 2, eem).

Ensayo ELISA multiplexado SearchLight . Las quimiocinas (MIP1a, MIP1b, MCP-1, Rantes, 1309, TARC,
eotaxina MDC, IL8), BDNF, y los factores angiogénicos (HGF, KGF, bFGF, VEGF, TIMP1, ANG2, PDGF-bb, TPO,
HB-EGF) se midieron mediante matrices de proteinoma SearchLight (Pierce Biotechnology Inc.). Las matrices de
proteinoma son ensayos ELISA de tipo sandwich multiplexados para la medicién cuantitativa de dos a 16 proteinas
por pocillo. Las matrices se producen salpicando un patron de 2x2, 3x3 6 4 x4 de cuatro a 16 anticuerpos de
captura diferentes en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Después de un procedimiento ELISA de tipo
sandwich, se forma la imagen de toda la placa para capturar la sefial quimioluminiscente generada en cada mancha
dentro de cada pocillo de la placa. La cantidad de sefial generada en cada mancha es proporcional a la cantidad de
proteina diana en la muestra o estandar original.

Resultados

Ensayo ELISA . MCP-1 e IL-6 fueron secretadas por las PPDC derivadas de la placenta y de cordén
umbilical y fibroblastos dérmicos (Tabla 12-1). Las células derivadas de cordon umbilical secretaron cantidades de
MCP-1 e IL-6 al menos 10 veces mayores que otras poblaciones celulares. GCP-2 e IL-8 fueron altamente
expresadas por las PPDC derivadas de corddén umbilical. No puedo detectarse TGF-beta2. Se detectd6 VEGF en el
medio de los fibroblastos.

La cantidad de HGF, FGF y BDNF secretada por las células derivadas de cordon umbilical fueron
notablemente superiores a las de los fibroblastos y las células derivadas de la placenta (Tablas 12-2 y 12-3).
Asimismo, TIMP1, TPO, HBEGF, MCP-1, TARC e IL-8 fueron mayores en las células derivadas de cordén umbilical
que en otras poblaciones celulares (Tabla 12-3). No se detectaron ANG2 ni PDGF-bb.

Tabla 12-1. Resultados del ensayo ELISA

MCP-1 IL-6 VEGF | SDF-la GCP-2 IL-8 TGF-beta2

Fibroblasto 17+1 61+3 29+2 19+1 211 ND ND
Placenta (042303) | 60+3 41+2 ND ND ND ND ND
Umbilical (022803) | 1150+74 | 4234+289 | ND ND 160+11 2058+145 | ND
Placenta (071003) | 125+16 10+1 ND ND ND ND ND
Umbilical (071003) | 2794484 | 1356443 ND ND 2184498 | 2369+23 ND
pacenta (101503) | 91410 | 6743 ND [ ND 4439 179 ND
Placenta (101503)

0, al 5%, sin BME 77£16 339+21 ND 11494137 | 54+2 265+10 ND
Leyenda: ND: no detectado

Tabla 12-2. Resultados del ensayo ELISA multiplexado SearchLight
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TIMPL | ANG2 [ PDGFbb [ TPO KGF | HGF | FGF | VEGF | HBEGF | BDNF
hFB | 19306,3 [ ND ND 230,5 |50 |ND ND 279 [13 ND
P1 | 242995 [ ND ND 546,6 |88 |16,4 | ND ND 3,81,3 | ND
Ul | 57718,4 [ ND ND 1240,0 [ 5,8 [559,3 [ 148,7 [ ND 9,3 165,7
P3 | 14176,8 [ ND ND 568,7 |52 |10,2 | ND ND 1,9 33,6
U3 218500 [ ND | ND [11345]90 [1956[308 [ND |54 | 388,6

Leyenda: hFB (fibroblastos humanos), P1 (PPDC derivada de la placenta (042303)),
U1 (PPDC derivada de cordén umbilical (022803)), P3 (PPDC derivada de la placenta (071003)),
U3 (PPDC derivada de cordén umbilical (071003)). ND: No detectado.

Tabla 12-3. Resultados del ensayo ELISA multiplexado SearchLight

MIPla | MIP1b | MCP1 RANTES | 1309 | TARC | Eotaxina | MDC | IL8
hFB | ND ND 39,6 ND ND 0,1 ND ND 204,9
P1 79,5 ND 228,4 4,1 ND 3,8 12,2 ND 413,5
Ul ND 8,0 1694,2 | ND 22,4 | 37,6 ND 18,9 51930,1
P3 ND ND 102,7 ND ND 0,4 ND ND 63,8
u3 ND 52 2018,7 | 415 116 | 214 ND 4,8 10515,9

Leyenda: hFB (fibroblastos humanos), P1 (PPDC derivada de la placenta (042303)),
U1 (PPDC derivada de cordon umbilical (022803)), P3 (PPDC derivada de la placenta (071003)),
U3 (PPDC derivada de corddn umbilical (071003)). ND: No detectado.

Resumen. Las células derivadas de cordén umbilical secretaron una cantidad significativamente mayor de
factores tréficos que las células derivadas de la placenta y los fibroblastos. Algunos de estos factores tréficos, tales
como HGF, bFGF, MCP-1 e IL-8, desempefian papeles importantes en la angiogénesis. Otros factores troficos, tales
como BDNF e IL-6, tienen papeles importantes en la regeneracion neural. En estas condiciones, la expresion de
algunos factores se limité a las células derivadas de cordon umbilical, tales como MIP1b, Rantes, 1309 y FGF.
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EJEMPLO 13:
Ensayo de coagulacién de plasma

La terapia celular puede inyectarse sistémicamente para determinadas aplicaciones en las que las células
sean capaces de dirigirse al sitio de accién. Es importante que las células inyectadas no provoquen trombosis, que
puede ser fatal. El factor tisular, una glicoproteina procoagulante unida a la membrana, es el iniciador de la cascada
de coagulacion extrinseca, que es la via de coagulacion predominante in vivo. El factor tisular también desempefa
un papel importante en la formacién de los vasos embrionarios, por ejemplo, en la formacion de la pared vascular
primitiva (Brodsky et al. (2002) Exp. Nephrol. 10:299-306). Para determinar el potencial de las PPDC para iniciar la
coagulacion, se evaluaron PPDC derivadas de corddn umbilical y de la placenta en cuanto a la expresion de factor
tisular y su capacidad para iniciar la coagulacion plasmatica.
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Métodos y material

Factor tisular humano . Se reconstituyd el factor tisular humano SIMPLASTIN (Organon Tekailca
Corporation, Durham, NC) con 20 mililitros de agua destilada. Se realizaron diluciones en serie de la solucién madre
(1:2) en ocho tubos. Se descongelé plasma humano normal (George King Biomedical, Overland Park, KS) a 37°C en
un bafio de agua y, a continuacion, se almacend en hielo antes de su uso. Se afiadieron a cada pocillo de una placa
de 96 pocillos 100 microlitros de solucién salina tamponada con fosfato (PBS), 10 microlitros de Simplastin® diluido
(excepto un pocillo testigo), 30 microlitros de cloruro célcico 0,1 molar, y 100 microlitros de plasma humano normal.
La placa se colocé inmediatamente en un lector de microplacas con temperatura controlada y se midié la
absorbancia a 405 nanémetros a intervalos de 40 segundos durante 30 minutos.

Células J-82 y derivadas posparto . Se cultivaron células J-82 (ATCC, MD) en medio de Dulbecco
modificado por Iscove (IMDM; Gibco, Carlsbad, CA) que contenia suero bovino fetal al 10% (v/v) (FBS; Hyclone,
Logan UT), piruvato sédico 1 milimolar (Sigma Chemical, St. Louis, MO), L-glutamina 2 milimolar (Mediatech
Herndon, VA), 1 x aminoacidos no esenciales (Mediatech Herndon, VA). Al llegar al 70% de confluencia, las células
se transfirieron a los pocillos de una placa de 96 pocillos a 100.000, 50.000 y 25.000 células/pocillo. Las células
posparto derivadas de la placenta y de cordon umbilical se cultivaron en Medio de crecimiento (DMEM con bajo
contenido de glucosa (Gibco), FBS al 15% (v/v), 50 unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de
estreptomicina (Gibco), y betamercaptoetanol al 0,001% (Sigma)) en matraces T75 recubiertos con gelatina
(Corning, Corning, NY). Se transfirieron a los pocillos células derivadas de la placenta en el pase 5 y células
derivadas de cordon umbilical en los pases 5y 11, a 50.000 células/pocillo. Se eliminé de cada pocillo el medio de
cultivo después de la centrifugacion a 150 x g durante 5 minutos. Las células se suspendieron en PBS sin calcio ni
magnesio. Las células incubadas con anticuerpo contra el factor tisular se incubaron con 20 microgramos/mililitro de
CNTO 859 (Centocor, Malvern, PA) durante 30 minutos. Se afiadio a cada pocillo cloruro calcico (30 microlitros). La
placa se coloc6 inmediatamente en un lector de microplacas con temperatura controlada y se midié la absorbancia a
405 nanémetros a intervalos de 40 segundos durante 30 minutos.

Tincién con anticuerpos . Las células se lavaron en PBS y se desprendieron del matraz con tripsina/EDTA
(Gibco Carlsbad, CA). Las células se recolectaron, se centrifugaron y se resuspendieron en FBS al 3% (v/v) en PBS
a una concentracion celular de 1 x 10’ por mililitro. Se afiadio el anticuerpo a 100 microlitros de suspensién celular
segun las especificaciones del fabricante, y las células se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a 4°C.
Después de la incubacién, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos para
eliminar el anticuerpo no unido. Las células se resuspendieron en 100 microlitros de FBS al 3% y se afadié el
anticuerpo secundario segun las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron en oscuridad durante 30
minutos a 4°C. Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron para eliminar el
anticuerpo secundario no unido. Las células lavadas se resuspendieron en 500 microlitros de PBS y se analizaron
mediante citometria de flujo.

Analisis de citometria de flujo . El analisis de citometria de flujo se realizd con un instrumento
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Resultados

El andlisis de citometria de flujo puso de manifiesto que las células posparto derivadas de la placenta y de
cordén umbilical expresaban factor tisular. Un ensayo de coagulacion de plasma demostré que el factor tisular era
activo. Las células derivadas de la placenta y de cordén umbilical aumentaban la velocidad de coagulacién como
indica el tiempo hasta la mitad de la absorbancia maxima (T % a méax, Tabla 13-1). Se observé coagulacion tanto
con células tempranas (P5) como tardias (P18). La T %2 a max es inversamente proporcional al nimero de células
J82. La preincubacion de las células umbilicales con CNTO 859, un anticuerpo contra el factor tisular, inhibe la
reaccion de coagulacién, demostrando de ese modo que el factor tisular era responsable de la coagulacion.
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Tabla 13-1. Se evalué el efecto del factor tisular humano (SIMPLASTIN), las células derivadas de la placenta (Pla) y
las células derivadas de corddn umbilical (Umb) sobre la coagulacion de plasma. Como unidad de medida se utilizé
el tiempo hasta la mitad de absorbancia maxima (T %2 a méax) en la meseta en segundos.

Dilucién de Simplastin® T %2 a max (segundos)
1.2 61
1.4 107
1.8 147
1:16 174
1:32 266
1.64 317
1:128 378
0 (control negativo) 1188
Células J-82

100.000 122
50.000 172
25.000 275
Pla P5

50.000 757
Umb P5

50.000 833
Umb P18

50.000 443

Resumen . Las PPDC derivadas de la placenta y de cordén umbilical expresan factor tisular, que puede
inducir la coagulacién. La adicion de un anticuerpo contra el factor tisular puede inhibir el factor tisular. El factor
tisular se encuentra normalmente en las células en una conformacién que es inactiva, pero que se activa mediante
estrés mecanico o quimico (por ejemplo, LPS) (Sakariassen et al. (2001) Thromb. Res. 104:149-74; Engstad et al.
(2002) Int. Immunopharmacol. 2:1585-1597). Por lo tanto, la minimizacion del estrés durante el proceso de
preparacion de las PPDC puede evitar la activacion del factor tisular. Ademas de la actividad trombogénica, el factor
tisular se ha asociado con la actividad angiogénica. Por lo tanto, la actividad del factor tisular puede ser beneficiosa
cuando las PPDC derivadas de cordén umbilical o de la placenta se trasplantan en tejido, pero debe inhibirse cuando
las PPDC se inyectan por via intravenosa.

Referencias

Doshi y Marmur, Critical Care Med., 30:5241-5250 (2002).
Moll y Ortel, Ann. Intern. Med., 127:177-185 (1997).

EJEMPLO 14
Diferenciacién de las PPDC a un fenotipo osteogénico

Las células madre mesenquimales (MSC) derivadas de médula 6sea pueden diferenciarse a células tipo
osteoblasto que mineralizan y expresan fosfatasa alcalina. También se han utilizado marcadores adicionales
expresados por los osteoblastos, tales como la osteocalcina y la sialoproteina ésea, para demostrar la diferenciacion
a una célula tipo osteoblasto. Se realizé una determinacion en cuanto a si las células derivadas posparto también
pueden diferenciarse a un fenotipo osteogénico mediante cultivo en un medio osteogénico y en presencia de
proteinas morfogénicas 6seas (BMP) -2 (Rickard et al., 1994) 6 -4, y factor de crecimiento transformante beta 1.

Métodos y material

Cultivo celular . Antes del inicio de la osteogénesis, se cultivaron células madre mesenquimales (MSC) en
medio Mesenchymal Stem Cell Growth Medium BulletKit (MSCGM, Cambrex, Walkerville, MD). Otras células se
cultivaron en Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco, Carlsbad, CA), suero bovino fetal
al 15% (v/v) (SH30070.03; Hyclone, Logan, UT), betamercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO),
penicilina/estreptomicina (Gibco)), en un matraz T75 recubierto con gelatina y se lavaron con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS).

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2552226713

Se cultivaron osteoblastos (9F1721; Cambrex) en medio de crecimiento para osteoblastos (Cambrex) y se
extrajo el ARN como se describe mas adelante.

Osteogénesis

Protocolo 1. Se sembraron células derivadas de la placenta, aislado 1, P3, células derivadas de la placenta,
aislado 2, P4 (cariotipadas anteriormente y que demostraron ser principalmente células de origen neonatal), células
derivadas de corddn umbilical, aislado 1, P4y MSC en P3, a 5 x 10° células/cm? en placas de 24 pocillos y placas de
6 pocillos en Medio de crecimiento y se incubaron durante la noche. El medio se eliminé y se reemplazé con medio
osteogénico (DMEM con bajo contenido de glucosa, suero bovino fetal al 10% (v/v), betaglicerofosfato 10 milimolar
(Sigma), dexametasona 100 nanomolar (Sigma, St. Louis, MO), sal de ascorbato fosfato 50 micromolar (Sigma),
fungizona (Gibco), penicilina y estreptomicina (Gibco)). El medio osteogénico se complementé con 20
nanogramos/mililitro de hTGF-betal (Sigma), 40 nanogramos/mililitro de hrBMP-2 (Sigma) 6 40 nanogramos/mililitro
de hrBMP-4 (Sigma). Los cultivos se trataron durante un total de 14, 21 y 28 dias, con cambios de medio cada 3-4
dias.

Protocolo 2. Las células derivadas posparto se ensayaron para la capacidad de diferenciarse a un fenotipo
osteogénico. Se sembraron células derivadas de cordon umbilical (aislado 1, P3 y aislado 2, P4) y células derivadas
de la placenta (aislado 1; P4 y aislado 2, P4), a 30.000 células/pocillo en placas recubiertas con gelatina de 6
pocillos en Medio de crecimiento. También se sembraron células madre mesenquimales (MSC) (aislado 1; P3 y
aislado 2; P4), fibroblastos (1F1853, P11) y células de médula 6sea de cresta iliaca (070203; P3; W02003025149),
a 30.000 células/pocillo en placas recubiertas con gelatina de 6 pocillos (recubiertas con gelatina) en medio de
crecimiento para células madre mesenquimales (MSCGM, Cambrex) y Medio de crecimiento, respectivamente.

Se inicié la induccién osteogénica eliminando el medio de siembra inicial (24 h) y sustituyéndolo con medio
de induccién osteogénica (DMEM con bajo contenido de glucosa, suero bovino fetal al 10%, betaglicerofosfato 10
milimolar (Sigma), dexametasona 100 nanomolar (Sigma), sal de ascorbato fosfato 50 micromolar (Sigma), penicilina
y estreptomicina (Gibco)). En algunos casos, el medio osteogénico se complementé con hrBMP-2 (20
nanogramos/mililitro) (Sigma), con hrBMP-4 (Sigma) o con hrBMP-2 (20 nanogramos/mililitro) y hrBMP-4 (20
nanogramos/mililitro) (Sigma). Los cultivos se trataron durante un total de 28 dias, con cambios de medio cada 3-4
dias.

Extraccion de ARN y transcripcion inversa . Las células se lisaron con 350 microlitros de tampén RLT
que contenia betamercaptoetanol (Sigma, St. Louis, MO) segun las instrucciones del fabricante (RNeasy Mini Kit,
Qiagen, Valencia, CA) y se almacenaron a -80°C. Los lisados celulares se descongelaron y se extrajo el ARN segun
las instrucciones del fabricante (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA) con un tratamiento con 2,7 U/muestra de
ADNasa (Sigma St. Louis, MO). El ARN se eluyé con 50 microlitros de agua tratada con DEPC y se almacend a
-80°C. Se sometié al ARN a transcripcion inversa utilizando hexameros aleatorios con los reactivos de transcripcion
inversa TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA) a 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 60 minutos y 95°C
durante 10 minutos. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa . Se realiz6 la PCR en muestras de ADNc mediante los productos
de expresion génica Assays-on-Demand™: sialoproteina 6sea (Hs00173720), osteocalcina (Hs00609452) GAPDH
(Applied Biosystems, Foster City, CA), y TagMan Universal PCR Master Mix segun las instrucciones del fabricante
(Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando un sistema de deteccién de secuencias “ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System” con el software ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las condiciones del
termociclador fueron inicialmente 50°C durante 2 minutos y 95°C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos de 95°C
durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto.

Tincion de von Kossa . Las células se fijaron con formalina tamponada neutra al 10% (v/v) (Richard-Allan,
Kalamazoo, MI). Después de la fijacién, las células se lavaron en agua desionizada y se incubaron en nitrato de
plata al 5% (p/v) (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI) durante una hora directamente a la luz del sol. A
continuacién, se lavaron las células en agua desionizada y se incubaron en tiosulfato sédico al 5% (p/v) (EM
Sciences, Gibbstown, NJ) durante cinco minutos. Las células se lavaron en agua destilada y se examinaron con
microscopia optica.

Resultados

Protocolo 1. EI ARN extraido de los osteoblastos se utilizd como control positivo para la expresién génica
en tiempo real de la osteocalcina y la sialoproteina 6sea. Los niveles de expresion de los osteoblastos con respecto
a las células derivadas de la placenta cultivadas en Medio de crecimiento de osteocalcina y BSP fueron de 2,5 veces
y 8.000 veces, respectivamente. Las MSC cultivadas en el medio osteogénico durante 28 dias se mineralizaron y
fueron positivas para la tincion de von Kossa. Se observé una amplia mineralizacion en un aislado de placenta que
tenia predominantemente células de origen neonatal. Ademas, un aislado de placenta presenté induccién de los
niveles de expresion de BSP en los medios osteogénicos y bajos niveles de induccion de osteocalcina.
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La expresion de osteocalcina y BSP de las MSC estaba significativamente aumentada en el medio
osteogénico a los 21 dias. La adicion de BMP-2 y -4 potenci6 la expresion de BSP pero no tuvo efecto sobre la
expresion de osteocalcina. El TGF-betal no aumento el efecto del medio de osteogénesis. Tanto BMP-4 como TGF-
betal aumentaron la expresion de osteocalcina producida por un aislado de placenta.

Protocolo 2. Se observd diferenciacion osteogénica, como se muestra mediante tincion de von Kossa
positiva para la mineralizacion, con células derivadas de la placenta P4 e ICBM (070203) P3 incubadas con medio
osteogénico complementado con BMP2 6 4, y MSC (092903) P3 incubadas con medio osteogénico complementado
con BMP 4 (Tabla 14-1). Ninguna de las demas células se diferencio al fenotipo osteogénico ni se tifi6 con von
Kossa. Para asegurar que la tincidon de von Kossa se relacionaba con la célula y no con la matriz extracelular, se
realizé la contratincion de las células con rojo nuclear rapido. Se observaron grandes gotitas de lipidos en algunas
MSC, coherentes con un fenotipo de adipocito. Esto sugiere que las MSC no se diferencian especificamente a un
fenotipo osteogénico en estas condiciones. Ademas, la adipogénesis aumenté cuando las MSC se incubaron en
medio osteogénico complementado con BMP2 o con BMP4.

Tabla 14-1: Resultados de la diferenciacién osteogénica mediante tincion de von Kossa para el Protocolo 2. Se
cultivaron células derivadas de cordén umbilical (Umb), células derivadas de la placenta (Pla), células madre
mesenquimales (MSC), fibroblastos (Fib) y células de médula ésea de cresta iliaca (ICBM) en medio osteogénico
(OM) solo o complementado con BMP2 0 BMP2 y BMPA4.

Numero Linea celular Condiciones von Kossa Cometarios
1 Umb 071003 O1P3 Medio osteogénico (OM) Neg

2 Umb 071003 O1P3 OM, BMP2 Neg

3 Umb 071003 O1P3 OM, BMP4 Neg

4 ICBM 070203 O1P3 Medio osteogénico (OM) Neg Normal 02

5 ICBM 070203 O1P3 OM, BMP2 Pos Normal 03

6 ICBM 070203 O1P3 OM, BMP4 Pos Normal 04

7 MSC 092903 Medio osteogénico (OM) Neg mucha grasa
8 MSC 092903 OM, BMP2 Neg mucha grasa
9 MSC 092903 OM, BMP4 Pos mucha grasa
10 Pla 101603 O1P4 Medio osteogénico (OM) Neg

11 Pla 101603 O1P4 OM, BMP2 Pos

12 Pla 101603 O1P4 OM, BMP4 Pos

13 MSC 012104 O1P4 Medio osteogénico (OM) Neg Grasa

14 MSC 012104 O1P4 OM, BMP2 Neg Grasa

15 MSC 012104 O1P4 OM, BMP2, BMP4 Neg Grasa

16 Umb 022803 O1P4 Medio osteogénico (OM) Neg

17 Umb 022803 O1P4 OM, BMP2 Neg

18 Umb 022803 O1P4 OM, BMP2, BMP4 Neg

19 Pla 100703 O1P4 Medio osteogénico (OM) Neg

20 Pla 100703 O1P4 OM, BMP2 Neg

21 Pla 100703 O1P4 OM, BMP2, BMP4 Neg

22 Fib 1F1853 O1P11 Medio osteogénico (OM) Neg

23 Fib 1F1853 O1P11 OM, BMP2 Neg

24 Fib 1F1853 O1P11 OM, BMP2, BMP4 Neg

Resumen . Se ha demostrado que las MSC derivadas de la médula 6sea (Kadiyala et al., 1997) asi como
células derivadas de otros tejidos tales como el adiposo (Halvorsen et al., 2001) se diferencian a células tipo
osteoblasto. Las MSC también han demostrado diferenciarse a adipocitos o a osteoblastos en respuesta a las BMP
(Chen et al., 1998) debido a las diferentes funciones del receptor tipo IB y IA de la proteina morfogenética ésea
(BMP).

Las MSC y células derivadas de la placenta de origen neonatal presentaron mineralizacion asi como
induccién de osteocalcina y sialoproteina ésea. En las condiciones utilizadas, las células derivadas de cordén
umbilical no presentaron mineralizacién ni induccién de genes de osteoblasto. Las células derivadas de la placenta
maternas pueden necesitar la adicion de BMP-4 o TGF al medio osteogénico para que se produzca la
mineralizacion. La edad gestacional de la muestra también puede ser un factor en la capacidad de las células
derivadas de tejidos posparto para diferenciarse.
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EJEMPLO 15
Diferenciacién condrogénica de células derivadas po sparto

Las lesiones y defectos del cartilago conducen a aproximadamente 600.000 procedimientos quirdrgicos
cada afio en los Estados Unidos solamente (1). Se han desarrollado varias estrategias para tratar estas afecciones,
pero éstas han tenido un éxito limitado. Un enfoque, Cartecel (Genzyme), utiliza condrocitos autélogos que se
recogen de un paciente y se hacen proliferar in vitro y, a continuacion, se implantan en el paciente (1). Este enfoque
tiene la desventaja de que se recolecta cartilago sano y que requiere un segundo procedimiento para implantar las
células cultivadas. Una posibilidad novedosa es una terapia basada en células madre en la que las células se
colocan en o cerca del sitio del defecto para sustituir directamente el tejido dafiado. Las células pueden diferenciarse
a condrocitos antes de la aplicacién o pueden utilizarse células progenitoras que pueden diferenciarse in situ. Tales
células trasplantadas reemplazarian los condrocitos perdidos en el defecto.

Las células candidatas para esta indicacion deben evaluarse en cuanto a su capacidad para diferenciarse a
condrocitos in vitro. Se han desarrollado varios protocolos para ensayar la capacidad de las células para
diferenciarse y expresar genes marcadores de condrocitos. Se ensayaron células derivadas posparto en cuanto a su
capacidad de diferenciacion a condrocitos in vitro en dos sistemas de ensayo diferentes: el sistema de cultivo de
ensayo de sedimento y los cultivos en gel de colageno. El sistema de cultivo de sedimento se ha utilizado con éxito
con lotes seleccionados de células madre mesenquimales humanas (MSC). Las MSC cultivadas en este ensayo y
tratadas con factor de crecimiento transformante beta3 han demostrado diferenciarse a condrocitos (2). El sistema
de gel de colageno se ha utilizado para cultivar condrocitos in vitro (3). Los condrocitos cultivados en estas
condiciones forman una estructura tipo cartilago.

Materiales y métodos

Cultivo celular

Células derivadas de tejido posparto. Se recibieron cordones umbilicales y placenta humanos y se aislaron
las células como se ha descrito anteriormente. Las células se cultivaron en Medio de crecimiento (medio esencial
modificado de Dulbecco (DMEM) con suero bovino fetal al 15% (v/v) (Hyclone, Logan UT), penicilina/estreptomicina
(Invitrogen, Carlsbad, CA), y 2-mercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO)) en matraces de plastico de
cultivo tisular recubiertos con gelatina. Los cultivos se incubaron a 37°C con CO; al 5%. Para su uso en los
experimentos, las células se encontraban entre los pases 4y 12.

Condrocitos articulares humanos. Se adquirieron condrocitos articulares humanos de Cambrex
(Walkersville, MD) y se cultivaron en el mismo medio que las células derivadas posparto. Veinticuatro horas antes
del experimento, el medio de cultivo se cambié a un medio que contenia FBS al 1%.

Células madre mesenquimales humanas (hMSC). Se adquirieron MSC de Cambrex (Walkersville, MD) y se
cultivaron en MSCGM (Cambrex). Las células utilizadas para los experimentos se encontraban entre los pases 2 y 4.

Ensayos con gel de colageno . Las células cultivadas se tripsinizaron para extraerse de la placa de cultivo.
Las células se lavaron dos veces con centrifugacién a 300 x g durante 5 minutos en DMEM sin suero y se realizd su
recuento. Las células se mezclaron con los siguientes componentes a las concentraciones finales indicadas.
Colageno de cola de rata (1 miligramo/mililitro, BD DiscoveryLabware, Bedford, MA), NaOH 0,01 N y medio
condrogénico (DMEM, 100 U/100 microgramos de penicilina/estreptomicina, L-glutamina 2 milimolar, piruvato sédico
1 milimolar, L-prolina 0,35 milimolar, dexametasona 100 nanomolar, acido L-ascérbico 0,17 milimolar, ITS (insulina,
transferrina, selenio) al 1% (v/v) (todos los componentes de Sigma Chemical Company)). Las células se mezclaron
suavemente con el medio. Las muestras se alicuotaron en los pocillos individuales de una placa de adherencia ultra
baja (“ultra low cluster plate”) de 24 pocillos (Corning, Corning, NY) a una concentracion de 2 x 10° por pocillo o de
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5x 10° por pocillo. Los cultivos se colocaron en una incubadora y se dejaron reposar durante 24-48 horas. El medio
se reemplaz6é con medio condrogénico recién preparado complementado con un factor de crecimiento apropiado
cada 24-48 horas. Las muestras se dejaron en cultivo durante un maximo de 28 dias, momento en el que se
extrajeron y fijaron en formalina al 10% (v/v) (VWR Scientific, West Chester, PA) y se procesaron para su examen
histologico. Las muestras se tifieron con safranina O o hematoxilina/eosina para su evaluacion.

Ensayos de cultivo de sedimento . Las células cultivadas se tripsinizaron para extraerlas de la placa de
cultivo. Las células se lavaron dos veces con centrifugacion a 300 x g durante 5 minutos en DMEM sin suero y se
realiz6 su recuento. Las células se resuspendieron en medio condrogénico recién preparado (descrito anteriormente)
a una concentracion de 5 x 10° células por mililitro. Las células alicuotaron en nuevos tubos de polipropileno a
2,5x10° células por tubo. A continuacion, las muestras apropiadas se trataron con TGF-beta3 (10
nanogramos/mililitro, Sigma) o GDF-5 (100 nanogramos/mililitro; R&D Systems, Minneapolis, MN). A continuacion,
las células se centrifugaron a 150 x g durante 3 minutos. A continuacion, los tubos se transfirieron a la incubadora y
se dejaron reposar durante 24-48 horas a 37°C y CO, al 5%. Se reemplaz6 el medio con medio celular para
condrocitos recién preparado y factor de crecimiento, cuando procediese, cada 2-3 dias. Las muestras se dejaron en
cultivo durante un maximo de 28 dias, momento en el que se extrajeron y fijaron, y se tifieron como se ha descrito
anteriormente.

Resultados

Se prepararon sedimentos y se cultivaron como se describe en el apartado de Métodos. Los sedimentos se
cultivaron en medio (Control) o se completaron con TGF-beta3 (10 nanogramos/mililitro) o GDF-5 (100
nanogramos/mililitro), que se reemplazé cada 2-3 dias. Los sedimentos se recogieron al cabo de 21 dias de cultivo y
se tifleron con safranina O para detectar la presencia de glicosaminoglicanos. Los sedimentos tratados con
TGFbeta3 y GDF-5 presentaron algo de tincién positiva para safranina O en comparacion con las células control. La
morfologia de las células de cordén umbilical presenté cierta morfologia tipo condrocito limitada.

Las tinciones con safranina O de los sedimentos celulares de células de la placenta presentaron una
expresion de glicosaminoglicano similar en comparacion con las células de cordén umbilical. La morfologia de las
células también presentd cierta morfologia tipo condrocito limitada.

Resumen . Los resultados de este estudio demuestran que las células derivadas posparto se diferenciaban
parcialmente a condrocitos in vitro en los sistemas de ensayo de cultivo de sedimento y de gel de colageno. Las
células derivadas posparto presentaron algunos indicios de expresion de glicosaminoglicanos por las células. La
morfologia presentd una similitud limitada con tejido cartilaginoso.
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EJEMPLO 16

Evaluacidon del potencial condrogénico de las células derivadas de tejido posparto en un ensayo basadoe  n
cultivo de sedimento__in vitro

Este ejemplo describe la evaluacion del potencial condrogénico de las células derivadas de tejido
placentario o umbilical mediante ensayos basados en cultivo de sedimento in vitro. Se utilizaron células de cordén
umbilical y de la placenta en un pase temprano (P3) y un pase tardio (P12). El potencial condrogénico de las células
se evalud en ensayos de cultivo de sedimento, en condiciones de induccion condrogénica, en medio complementado
con factor de crecimiento transformante beta-3 (TGFbeta-3), GDF-5 (factor 5 de crecimiento y diferenciacion humano
recombinante), o una combinaciéon de ambos.

Materiales y métodos

Reactivos . Se obtuvieron medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM), penicilina y estreptomicina de
Invitrogen, Carlsbad, CA. Se obtuvo suero de ternera fetal (FCS) de Hyclone (Logan, UT). Se obtuvieron medio de
crecimiento para células madre mesenquimales (MSCGM) y medio hMSC Chondrogenic Differentiation BulletKit de
Biowhittaker, Walkersville, MD. Se obtuvo TGFbeta-3 de Oncogene Research Products, San Diego, CA. Se obtuvo
GDF-5 de Biopharm, Heidelberg, Alemania (W09601316 Al, US5994094 A).
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Células. Se obtuvieron células madre mesenquimales humanas (lote n°2F1656) de Biowhittaker,
Walkersville, MD y se cultivaron en MSCGM segun las instrucciones del fabricante. Este lote se ha ensayado con
anterioridad, y ha demostrado ser positivo en los ensayos de condrogénesis. Se obtuvieron fibroblastos adultos y
neonatales humanos de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), Manassas, VA y se cultivaron en medio
de crecimiento (esencial modificado de Dulbecco complementado con suero bovino fetal al 15% (v/v),
penicilina/estreptomicina (100 U/100 miligramos, respectivamente) y 2-mercaptoetanol al 0,001% (v/v) (Sigma, St.
Louis, MO) en matraces de plastico de cultivo tisular recubiertos con gelatina. Se utilizaron células derivadas de
tejido posparto, aisladas de cordones umbilicales humanos (lote n°® 022703Umb) y placenta (lote n° 071003Plac)
como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Las células se cultivaron en Medio de crecimiento de manera similar
a los fibroblastos. Los cultivos celulares se incubaron a 37°C con CO; al 5%. Las células utilizadas para los
experimentos se encontraban en los pases 3y 12.

Ensayo de cultivo de sedimento . Para los cultivos de sedimento, se colocaron 0,25 x 10° células en un
tubo cénico de 15 mililitros y se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente para formar un
sedimento esférico segun el protocolo para el ensayo condrogénico de Biowhittaker. Los sedimentos se cultivaron en
medio de induccion condrogénica que contenia TGFbeta-3 (10 nanogramos/mililitro), GDF-5 (500
nanogramos/mililitro), o una combinacién de TGFbeta-3 (10 nanogramos/mililitro) y GDF-5 (500 nanogramos/mililitro)
durante tres semanas. Los controles no tratados se cultivaron en medio de crecimiento. Durante el cultivo, los
sedimentos se realimentaron con medio recién preparado cada dos dias. Los grupos de tratamiento fueron los
siguientes:

Grupo de tratamiento

. Pase temprano de células derivadas de la placenta (P EP) + GDF-5
. Pase tardio de células derivadas de la placenta (P LP) + GDF-5
. Pase temprano de células derivadas de cordon umbilical (U EP) + GDF-5
. Pase tardio de células derivadas de cordén umbilical (U LP) + GDF-5, n =2
. Células madre mesenquimales humanas (HMSC) + GDF-5
. Fibroblastos adultos humanos (HAF) + GDF-5
. Pase temprano de células derivadas de la placenta (P EP) + TGFbeta-3
. Pase tardio de células derivadas de la placenta (P LP) + TGFbeta-3
I. Pase temprano de células derivadas de cordén umbilical (U EP) + TGFbeta-3
J. Pase tardio de células derivadas de cordén umbilical (U LP) + TGFbeta-3, n =2
. Células madre mesenquimales humanas (HMSC) + TGFbeta-3
Fibroblastos adultos humanos (HAF) + TGFbeta-3
M. Pase temprano de células derivadas de la placenta (P EP) + GDF-5 + TGFbeta-3, n = 1
. Pase tardio de células derivadas de la placenta (P LP) + GDF-5 + TGFbeta-3
. Pase temprano de células derivadas de cordon umbilical (U EP) + GDF-5 + TGFbeta-3
. Pase tardio de células derivadas de cordén umbilical (U LP) + GDF-5 + TGFbeta-3, n =2
. Células madre mesenquimales humanas (HMSC) + GDF-5 + TGFbeta-3
. Fibroblastos adultos humanos (HAF) + GDF-5 + TGFbeta-3
. Fibroblastos neonatales humanos (HNF) + GDF-5 + TGFbeta-3
Pase temprano de células derivadas de la placenta (P EP)
. Pase tardio de células derivadas de la placenta (P LP)
. Pase temprano de células derivadas de cordén umbilical (U EP)
W. Pase tardio de células derivadas de cordén umbilical (U LP)
X. Células madre mesenquimales humanas (HMSC)
Y. Fibroblastos adultos humanos (HAF)

X IOMNMMmMOO®>
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Histologia de las muestras in vitro . Al final del periodo de cultivo, los sedimentos se fijaron en formalina
tamponada al 10% y se enviaron al MPI Research (Mattawan, MI) para la inclusion en parafina, el corte y la tincion
con hematoxilina/eosina (H/E) y safranina O (SO).

Resultados

Las células derivadas de la placenta y de cordon umbilical, las MSC y los fibroblastos formaron sedimentos
celulares en medio de induccidon condrogénica con los diferentes factores de crecimiento. El tamafio de los
sedimentos al final del periodo de cultivo varié entre los diferentes tipos celulares. Los sedimentos formados con
células derivadas de la placenta tenian un tamafio similar, o ligeramente superior, al de los formados por las MSC y
los fibroblastos. Los sedimentos formados con las células derivadas de corddn umbilical tendian a ser mas grandes y
estar mas sueltos que los demas grupos. Los sedimentos formados con todos los tipos celulares y cultivados en
medio de control fueron mas pequefios que los sedimentos cultivados en medio de induccién condrogénica.

El examen de las secciones transversales de los sedimentos tefiidos con hematoxilina/eosina y safranina-O

demostré que las células derivadas de cordén umbilical en pase temprano tenian el potencial de experimentar
diferenciacion condrogénica. Se observd condrogénesis, evaluada mediante condensacién celular, morfologia
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celular y tincion positiva con safranina O de la matriz, en los sedimentos de células umbilicales cultivadas en medio
de induccién condrogénica complementado con TGFbeta-3, GDF-5, o ambos. La condrogénesis en los sedimentos
fue similar para TGFbeta-3, GDF-5, y los tratamientos combinados. Los sedimentos de control cultivados en medio
de crecimiento no dieron muestras de condrogénesis. El potencial condrogénico de las células derivadas de cordén
umbilical fue ligeramente inferior a la observada con las MSC obtenidas de Biowhittaker.

Las células derivadas de cordon umbilical en pase tardio y las células derivadas de la placenta no
demostraron un potencial condrogénico tan marcado como hicieron las células derivadas de cordén umbilical en
pase temprano. Sin embargo, esto puede deberse al hecho de que las condiciones de induccion condrogénica se
optimizaron para las MSC, no para las células derivadas posparto. Sin embargo, se observaron poblaciones
celulares diferenciadas en las células derivadas de la placenta en ambos pases situadas apicalmente o
centralmente. Se observé cierta condensacion celular con los fibroblastos, pero no se asocié con la tincion de
safranina O.

EJEMPLO 17
Ensayo de formacién de red endotelial

La angiogénesis, o formacion de nueva vasculatura, es necesaria para el crecimiento de tejido nuevo. La
induccion de la angiogénesis es un importante objetivo terapéutico en muchos estados patologicos. El presente
estudio tuvo como objetivo identificar la posible actividad angiogénica de las células derivadas posparto en ensayos
in vitro. El estudio siguié un método bien establecido de siembra de células endoteliales en una placa de cultivo
recubierta con MATRIGEL (BD Discovery Labware, Bedford, MA), un extracto de membrana basal (Nicosia y Ottinetti
(1990) In Vitro Cell Dev. Biol. 26(2):119-28). El tratamiento de las células endoteliales en MATRIGEL (BD Discovery
Labware, Bedford, MA) con factores angiogénicos estimula a las células a formar una red que es similar a los
capilares. Este es un ensayo comun in vitro para ensayar estimuladores e inhibidores de la formacién de vasos
sanguineos (Ito et al. (1996) Int. J. Cancer 67(1):148-52). Los estudios de la presente invencién hicieron uso de un
sistema de cocultivo con las células derivadas posparto sembradas sobre insertos de pocillo de cultivo. Estos
insertos permeables permiten el intercambio pasivo de los componentes del medio entre los medios de cultivo de las
células derivadas posparto y endoteliales.

Materiales y métodos

Cultivo celular

Células derivadas de tejido posparto. Se recibieron cordones umbilicales y placenta humanos y se aislaron
las células como se ha descrito anteriormente (Ejemplo 1). Las células se cultivaron en Medio de crecimiento (medio
esencial modificado de Dulbecco (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA), suero bovino fetal al 15% (v/v) (Hyclone, Logan
UT), 100 unidades/mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina (Invitrogen), 2-mercaptoetanol
al 0,001% (v/v) (Sigma, St. Louis, MO)) en matraces de plastico de cultivo tisular recubiertos con gelatina. Los
cultivos se incubaron a 37°C con CO; al 5%. Las células utilizadas para los experimentos se encontraban entre los
pases 4y 12.

Se tripsinizaron células posparto en crecimiento activo, se realiz6 su recuento y se sembraron en insertos
de cultivo tisular de 6,5 milimetros de diametro COSTAR TRANSWELL (Corning, Corning, NY) a 15.000 células por
inserto. Las células se cultivaron en los insertos durante 48-72 horas en Medio de crecimiento a 37°C en condiciones
de crecimiento normales.

Células madre mesenquimales humanas (hMSC). Se adquirieron hMSC de Cambrex (Walkersville, MD) y
se cultivaron en MSCGM (Cambrex). Los cultivos se incubaron en condiciones de crecimiento normales.

Se tripsinizaron MSC en crecimiento activo y se realizd su recuento, y se sembraron sobre insertos de
cultivo tisular de 6,5 milimetros de diametro COSTAR TRANSWELL (Corning, Corning, NY) a 15.000 células por
inserto. Las células se cultivaron en los insertos durante 48-72 horas en Medio de crecimiento en condiciones de
crecimiento normales.

Células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC). Se obtuvieron HUVEC de Cambrex (Walkersville,
MD). Las células se cultivaron en cultivos separados, en EBM o en medio para células endoteliales EGM (Cambrex).
Las células se cultivaron en plastico de cultivo tisular convencional en condiciones de crecimiento normales. Las
células utilizadas en el ensayo se encontraban entre los pases 4 y 10.

Células endoteliales de la arteria coronaria humana (HCAEC). Se adquirieron HCAEC de Cambrex
Incorporated (Walkersville, MD). Estas células también se mantuvieron en cultivos separados, en las formulaciones
de medio EGM o EBM. Las células se cultivaron en plastico de cultivo tisular convencional en condiciones de
crecimiento normales. Las células utilizadas para los experimentos se encontraban entre los pases 4 y 8.
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Ensayos de formacion de red endotelial (MATRIGEL) . Las placas de cultivo se recubrieron con
MATRIGEL (BD Discovery Labware, Bedford, MA) segun las especificaciones del fabricante. En resumen, se
descongel6 MATRIGEL™ (BD Discovery Labware, Bedford, MA) a 4°C y se alicutaron aproximadamente 250
microlitros, y se distribuyeron de manera uniforme sobre cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos enfriada
(Corning). A continuacion, se incub6 la placa a 37°C durante 30 minutos para permitir que el material solidificase. Se
tripsinizaron cultivos de células endoteliales en crecimiento activo y se realizd su recuento. Las células se lavaron
dos veces en Medio de crecimiento con FBS al 2% mediante centrifugacién, resuspension, y aspiracion del
sobrenadante. Las células se sembraron en los pocillos recubiertos a 20.000 células por pocillo en aproximadamente
0,5 mililitros de Medio de crecimiento con FBS al 2% (v/v). A continuacion, las células se incubaron durante
aproximadamente 30 minutos para permitir que las células se asentaran.

A continuacién, los cultivos de células endoteliales se trataron con bFGF humano 10 nanomolar (Peprotech,
Rocky Hill, NJ) o VEGF humano 10 nanomolar (Peprotech, Rocky Hill, NJ) para que hicieran de control positivo para
la respuesta de las células endoteliales. Se afiadieron insertos Transwell sembrados con células derivadas posparto
a los pocillos apropiados con Medio de crecimiento con FBS al 2% en la camara del inserto. Los cultivos se
incubaron a 37°C con CO; al 5% durante aproximadamente 24 horas. La placa de pocillos se sacé de la incubadora,
y se recogieron imagenes de los cultivos de células endoteliales con un microscopio invertido Olympus (Olympus,
Melville, NY).

Resultados

En un sistema de cocultivo con células derivadas de la placenta o con células derivadas de cordon
umbilical, las HUVEC forman redes celulares (datos no mostrados). Las células HUVEC forman redes celulares
limitadas en experimentos de cocultivo con hMSC y con bFGF 10 nanomolar (datos no mostrados). Las células
HUVEC sin ningun tratamiento presentaron escasa o nula formacion de redes (datos no mostrados). Estos
resultados sugieren que las células derivadas posparto liberan factores angiogénicos que estimulan a las HUVEC.

En un sistema de cocultivo con células derivadas de la placenta o con células derivadas de cordon
umbilical, las CAEC forman redes celulares (datos no mostrados).

La Tabla 17-1 muestra los niveles de factores angiogénicos conocidos liberados por las células derivadas
posparto en el Medio de crecimiento. Se sembraron células derivadas posparto en insertos como se ha descrito
anteriormente. Las células se cultivaron a 37°C en oxigeno atmosférico durante 48 horas en los insertos y, a
continuacién, se cambiaron a un medio con FBS al 2% y se devolvieron a 37°C durante 24 horas. El medio se
elimind, se congeld inmediatamente y se almacend a -80°C, y se analizé mediante el ensayo ELISA multiplexado
SearchLight (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Los resultados mostrados son los promedios de las
mediciones por duplicado. Los resultados demuestran que las células derivadas posparto no liberan niveles
detectables de factor de crecimiento plaquetario bb (PDGF-bb) ni factor de crecimiento epidérmico de union a
heparina (HBEGF). Las células si liberan cantidades mensurables de inhibidor tisular de metaloproteinasa-1 (TIMP-
1), angiopoyetina 2 (ANGZ2), trombopoyetina (TPO), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).

Tabla 17-1. Posibles factores angiogénicos liberados a partir de células derivadas posparto. Las células derivadas
posparto se cultivaron en 24 horas en medio con FBS al 2% en oxigeno atmosférico. El medio se extrajo y se ensayo
mediante ensayo ELISA multiplexado SearchLight (Pierce). Los resultados son las medias de un analisis por
duplicado. Los valores son las concentraciones en el medio presentadas en picogramos por mililitro de medio de
cultivo.

TIMP1 ANG2 | PDGF-bb TPO KGF HGF FGF VEGF HBEGF
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
FFI’% 916553 | 1755 <2,0 2755 | 30 58,3 75 6446 | <172
(Elff) 1592832,4 28,1 <2,0 1273,1 193,3 5960,3 34,8 12361,1 1,7
Cord
umb 81831,7 <9,8 <2,0 365,9 14,1 200,2 5,8 <4,0 <1,2
(P4)
Medio solo <9,8 25,1 <2,0 <6,4 <2,0 <3,2 <5,4 <4.0 <1,2
Plac: células derivadas de la placenta; Cord umb: cé lulas derivadas de cordén umbilical

La Tabla 17-2 muestra los niveles de factores angiogénicos conocidos liberados por las células derivadas
posparto. Se sembraron células derivadas posparto en insertos como se ha descrito anteriormente. Las células se
cultivaron en Medio de crecimiento con oxigeno al 5% durante 48 horas en los insertos y, a continuacion, se
cambiaron a un medio con FBS al 2% y se devolvieron a incubacién con O, al 5% durante 24 horas. El medio se
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elimind, se congeld inmediatamente y se almacend a -80°C, y se analizé mediante el ensayo ELISA multiplexado
SearchLight (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Los resultados mostrados son los promedios de las
mediciones por duplicado. Los resultados demuestran que las células derivadas posparto no liberan niveles
detectables de factor de crecimiento plaquetario bb (PDGF-bb) ni factor de crecimiento epidérmico de union a
heparina (HBEGF). Las células si liberan cantidades mensurables de inhibidor tisular de metaloproteinasa-1 (TIMP-
1), angiopoyetina 2 (ANGZ2), trombopoyetina (TPO), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).

Tabla 17-2. Posibles factores angiogénicos liberados a partir de células derivadas posparto. Las células derivadas
posparto se cultivaron en 24 horas en medio con FBS al 2% en oxigeno al 5%. El medio se extrajo y se ensay6
mediante el ensayo ELISA multiplexado SearchLight (Pierce). Los resultados son las medias de un analisis por

duplicado. Los valores son las concentraciones en los medios presentadas en picogramos por mililitro de medio de

cultivo.
TIMP1 ANG2 PDGF-bb TPO KGF HGF FGF VEGF HBEGF
(pg/mb) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
E’F',fg 729725 | 2536 | <20 | 7431 | 25 | 302 | 151 | 14951 | <12
(Elff) 458023,1 55,1 <2,0 2562,2 114,2 2138,0 295,1 7521,3 1,8
Cord
umb 50244,7 <9,8 <2,0 403,3 10,7 156,8 5,7 <4,0 <1,2
(P4)
Medio solo <9,8 25,1 <2,0 <6,4 <2,0 <3,2 <5,4 <4.0 <1,2
Plac: células derivada s de la placenta; Cord umb: células derivadas de co rdén umbilical

Resumen . Los resultados del presente estudio demuestran que las células derivadas posparto pueden
estimular a las células endoteliales de la vena umbilical y de la arteria coronaria humanas a formar redes en un
ensayo de MATRIGEL™ in vitro (BD Discovery Labware, Bedford, MA). Este efecto es similar a lo observado con
factores angiogénicos conocidos en este sistema de ensayo. Estos resultados sugieren que las células derivadas
posparto son Utiles para estimular la angiogénesis in vivo.

EJEMPLO 18
Trasplante de PPDC

Las células derivadas de cordon umbilical y de la placenta posparto son (tiles para las terapias
regenerativas. Se evalud el tejido producido por las células derivadas posparto trasplantadas en ratones SCID con
un material biodegradable. Los materiales evaluados fueron no tejido VICRYL, espuma 35/65 PCL/PGA e hidrogel
de péptidos de autoensamblaje RAD 16.

Métodos y materiales

Cultivo celular. Se cultivaron células derivadas de la placenta y células derivadas de cordén umbilical en
Medio de crecimiento (DMEM con bajo contenido de glucosa (Gibco, Carlsbad CA), suero bovino fetal al 15% (v/v)
(n°de cat. SH30070.03; Hyclone, Logan, UT), betamercaptoetanol al 0,001 % (v/v) (Sigma, St. Louis, MO), 50
unidades/mililitro de penicilina, 50 microgramos/mililitro de estreptomicina (Gibco)) en matraces recubiertos con
gelatina.

Preparacion de la matriz. Se prepar6 un andamiaje de no tejido utilizando una técnica de punzonado
tradicional como se describe mas adelante. Las fibras, compuestas por un copolimero absorbible sintético de acidos
glicélico y lactico (PGA/PLA), comercializado con el nombre comercial VICRYL se obtuvieron de Ethicon, Inc.
(Somerville, NJ). Las fibras eran filamentos de aproximadamente 20 micrometros de diametro. A continuacion, las
fibras se cortaron y rizaron en longitudes uniformes de 2 pulgadas para formar una fibra discontinua de 2 pulgadas.
A continuacion, se preparé una matriz no tejida punzonada tendida en seco utilizando las fibras discontinuas
VICRYL. Las fibras discontinuas se abrieron y se cardaron en una maquinaria para no tejidos convencional. El fieltro
resultante estaba en forma de fibras discontinuas en banda. Las fibras discontinuas en banda se punzonaron para
formar el andamiaje de no tejido punzonado tendido en seco. El andamiaje de no tejido se aclar6é en agua, seguido
de otra incubacién en etanol para eliminar cualquier residuo quimico o coadyuvante de procesamiento utilizado
durante el proceso de fabricacion.

Las espumas, compuestas por copolimero 35/65 de poli(epsilon-caprolactona)/poli(acido glicélico) (35/65

PCL/PGA), se formaron mediante el proceso de liofilizado, como se analiza en la patente de Estados Unidos
N° 6.355.699.
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Preparacion de la muestra . Se sembraron un millén de células viables en 15 microlitros de Medio de
crecimiento sobre andamiajes de no tejido VICRYL de 2,25 milimetros de espesor y 5 milimetros de diametro, (64,33
miligramos/centimetro cubico; lote n° 3547-47-1) o espuma 35/65 PCL/PGA de 5 milimetros de diametro (lote
n° 3415-53). Se dej6 que las células se fijaran durante dos horas antes de afiadir mas Medio de crecimiento para
cubrir los andamiajes. Las células se cultivaron en los andamiajes durante la noche. También se incubaron en el
medio andamiajes sin células.

Se obtuvieron péptidos de autoensamblaje RAD16 (3D Matrix, Cambridge, MA en virtud de un acuerdo de
transferencia de materiales) como una solucion estéril al 1% (p/v) en agua, que se mezclé 1:1 con 1 x 10° células en
sacarosa al 10% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO), HEPES 10 milimolar en medio modificado de Dulbecco (DMEM,;
Gibco) inmediatamente antes de utilizarse. La concentracion final de células en el hidrogel RAD16 fue de 1 x 10°
células/100 microlitros.

MATERIAL DE ENSAYO (N = 4/Rx)

. No tejido VICRYL + 1 X 10° células derivadas de cordén umbilical

. Espuma 35/65 PCL/PGA + 1 x 10° células derivadas de cordén umbilical

. Péptido de autoensamblaje RAD 16 + 1 x 10° células derivadas de cordén umbilical
. No tejido VICRYL + 1 X 10° células derivadas de la placenta

. Espuma 35/65 PCL/PGA + 1 x 10° células derivadas de la placenta

. Péptido de autoensamblaje RAD 16 + 1 x 10° células derivadas de la placenta

. Espuma 35/65 PCL/PGA

. No tejido VICRYL

O~NO U WNBE

Preparacion de los animales . Los animales utilizados en este estudio se manejaron y mantuvieron segun
los requisitos actuales de la Ley de Bienestar Animal (Animal Welfare Act). El cumplimiento de las Leyes Publicas
anteriormente indicadas se llevd a cabo acatando las normas de bienestar animal (9 CFR) y sometiéndose a las
normas vigentes promulgadas en el documento “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, 72 edicién.

Ratones (Mus musculus)/Fox Chase SCID/macho (Harlan Sprague Dawley, Inc., Indianapolis, Indiana), de
5 semanas de edad. Todas las manipulaciones de los ratones SCID tuvieron lugar bajo una campana. Los ratones
se pesaron individualmente y se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de 60
miligramos/kilogramo de KETASET (clorhidrato de ketamina, Aveco Co., Inc., Fort Dodge, lowa) y 10
miligramos/kilogramo de ROMPUN (xilazina, Mobay Corp., Shawnee, Kansas) y solucién salina. Después de inducir
la anestesia, se corto el pelo de toda la parte posterior del animal desde la zona cervical dorsal hasta la zona
lumbosacra dorsal con una esquiladora eléctrica. A continuacion, la zona se limpié con diacetato de clorhexidina, se
aclaré con alcohol, se secé y se unté con una solucidon acuosa de yodéforo del 1% de yodo disponible. Se aplicé a
los ojos una pomada oftadlmica para evitar que se secara el tejido durante el periodo de anestesia.

Técnica de implantacion subcutanea . Se realizaron cuatro incisiones cutaneas sobre el dorso de los
ratones, cada una de aproximadamente 1,0 cm de longitud. Se situaron transversalmente dos sitios del craneo sobre
la regioén toracica lateral dorsal, aproximadamente 5 mm en direccién caudal al borde inferior de la escapula palpado,
uno a la izquierda y otro a la derecha de la columna vertebral. Otros dos se situaron transversalmente sobre la zona
del musculo del gliteo a nivel sacro-lumbar caudal, aproximadamente 5 mm en direccién caudal a la cresta iliaca
palpada, uno a cada lado de la linea media. Los implantes se colocaron al azar en estos sitios. La piel se separ6 del
tejido conectivo subyacente para crear un pequefio bolsillo y se colocd el implante (o se inyect6 para RAD16)
aproximadamente 1 cm en direccién caudal a la incision. El material de ensayo apropiado se implant6 en el espacio
subcutaneo. La incision cutanea se cerré con grapas metdlicas.

Alojamiento de los animales. Los ratones se alojaron individualmente en jaulas Micro-Isolator durante todo
el estudio dentro de un intervalo de temperaturas de 64°F - 79°F y una humedad relativa del 30% al 70%, y se
mantuvieron en un ciclo aproximado de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. La temperatura y la humedad relativa
se mantuvieron dentro de los intervalos indicados en la mayor medida posible. La dieta consistié en pienso para
roedores Irradiated Pico Mouse Chow 5058 (Purina Co.) y agua, suministrados a discrecion.

Se sacrificé a los ratones en sus intervalos establecidos mediante inhalacion de diéxido de carbono. Se
extirparon los sitios de implantacién subcutanea con su piel suprayacente y se congelaron para la histologia.

Histologia . La piel extirpada con el implante se fij6 con formalina tamponada neutra al 10% (Richard Allan-
Kalamazoo, MI). Las muestras con el tejido suprayacente y adyacente se bisecaron centralmente, se procesaron en
parafina y se embebieron en la superficie de corte utilizando métodos de rutina. Se obtuvieron secciones de tejido de
cinco micrémetros mediante microtomo y se tifieron con hematoxilina y eosina (Poly Scientific Bay Shore, NY)
utilizando métodos de rutina.

Resultados

75



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2552226713

Hubo una increscencia minima de tejido en las espumas implantadas subcutaneamente en los ratones
SCID al cabo de 30 dias (datos no mostrados). Por el contrario, hubo un extenso relleno de tejido en las espumas
implantadas con células derivadas de cordén umbilical o de células derivadas de la placenta (datos no mostrados).

Hubo cierta increscencia de tejido en los andamiajes de no tejido VICRYL. Los andamiajes de no tejido
sembrados con células derivadas de cordén umbilical o de la placenta presentaron un aumento de deposicion de
matriz y de vasos sanguineos maduros (datos no mostrados).

Resumen . El fin de este estudio fue determinar el tipo de tejido formado por las células derivadas de
placenta o de corddn umbilical humanos en los andamiajes en ratones imunodeficientes. Se sembraron discos de no
tejido/espuma absorbibles sintéticos (5,0 milimetros de diametro x 1,0 milimetros de espesor) o hidrogel de péptidos
de autoensamblaje con células derivadas de cordon umbilical o de la placenta humanos y se implantaron
subcutdneamente de forma bilateral en la regiéon dorsal de la columna de los ratones SCID. El presente estudio
demuestra que las células derivadas posparto pueden aumentar drasticamente la formacion de tejido de buena
calidad en andamiajes biodegradables.

EJEMPLO 19

Potencial condrogénico y osteogénico de las células derivadas posparto al implantarse en ratones SCID

Se evalué el potencial condrogénico de las células derivadas de tejido de cordén umbilical o de la placenta
después de la siembra en andamiajes biorreabsorbibles cargados con factor de crecimiento y su implantacion en
ratones SCID.

Materiales y métodos

Reactivos . Se obtuvieron medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM), penicilina y estreptomicina de
Invitrogen, Carlsbad, CA. Se obtuvo suero de ternera fetal (FCS) de Hyclone (Logan, UT). Se obtuvo medio de
crecimiento de células madre mesenquimales (MSCGM) de Biowhittaker, Walkersville, MD. Se obtuvo TGFbeta-3 de
Oncogene Research Products, San Diego, CA. Se obtuvo GDF-5 de Biopharm, Heidelberg, Alemania (publicacion
PCT internacional N°W096/01316 Al, patente de Estados Unidos N°5.994.094A). El medio de crecimiento de
condrocitos comprendia DMEM con alto contenido de glucosa complementado con suero de ternera fetal al 10%
(FCS), HEPES 10 milimolar, aminoacidos no esenciales 0,1 milimolar, 20 microgramos/mililitro de L-prolina, 50
microgramos/mililitro de acido ascorbico, 100 Unidades/mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de
estreptomicina, y 0,25 microgramos/mililitro de anfotericina B. Se obtuvo fibrinégeno bovino de Calbiochem.

Células . Se obtuvieron células madre mesenquimales humanas (hMSC, lote n° 2F1656) de Biowhittaker,
Walkersville, MD y se cultivaron en MSCGM segun las instrucciones del fabricante. Este lote se ensay6 en el
laboratorio previamente en experimentos in vitro y demostré ser positivo en los ensayos de condrogénesis. Se
obtuvieron fibroblastos humanos adultos de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), Manassas, VA y se
cultivaron en Medio de crecimiento en matraces de plastico de cultivo tisular recubiertos con gelatina. Se prepararon
células derivadas posparto aisladas de cordones umbilicales humanos (lote n°®022703Umb) y placenta (lote
n° 071003Plac) como se ha descrito anteriormente (Ejemplo 1). Las células se cultivaron en Medio de crecimiento en
matraces de plastico de cultivo tisular recubiertos con gelatina. Los cultivos celulares se incubaron en condiciones de
crecimiento normales. Las células utilizadas para los experimentos se encontraban en los pases 5y 14.

Andamiaje . Se obtuvieron andamiajes de espuma de acido poliglicélico (PGA)/policaprolactona (PCL)
65/35 [4x5 centimetros, 1 milimetro de espesor, esterilizado con éxido de etileno (ETO)] reforzados con malla de
polidioxanona (PDS) (espuma de PGA/PCL-malla de PDS) del Center for Biomaterials and Advanced Technologies
(CBAT, Somerville, NJ). Se cargaron recortes (“punches”) (3,5 milimetros) hechos a partir de los andamiajes con
GDF-5 (3,4 microgramos/andamiaje), TGFbeta-3 (10 nanogramos/andamiaje), una combinacién de GDF-5 y
TGFbeta-3, o medio de control, y se liofilizaron.

Siembra de células en los andamiajes . Se tripsinizaron células derivadas de la placenta y de cordén
umbilical, y se determiné el nimero y la viabilidad de las células. Se resuspendieron 0,75 x 10° células en 15
microlitros de Medio de Crecimiento y se sembraron sobre los recortes de andamiaje de 3,5 milimetros en una placa
de cultivo celular. El andamiaje sembrado con las células se incubd en una incubadora de cultivo celular en
atmoésfera normal con CO; al 5% a 37°C durante 2 horas, tras lo cual se colocan dentro de anillos de explante de
cartilago.

Explantes de cartilago bovino . Se generaron explantes de cartilago de 5 milimetros de didmetro a partir
de cartilago obtenido de la espaldilla de un bovino joven. Se extirparon recortes (3 milimetros) del centro del
explante y se reemplazaron con un andamiaje reabsorbible de 3,5 milimetros sembrado con células. Los andamiajes
con células se mantuvieron dentro de los explantes mediante adhesivo de fibrina (60 microlitros de fibrinégeno
bovino, 3 miligramos/mililitro). Las muestras se mantuvieron en medio de crecimiento de condrocitos durante la
noche, se aclararon en solucion salina tamponada con fosfato al dia siguiente, y se implantaron en ratones SCID.
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Animales . Se obtuvieron ratones SCID ((Mus musculus)/Fox Chase SCID/macho), de 5 semanas de edad,
de Harlan Sprague Dawley, Inc. (Indianapolis, Indiana) y Charles River Laboratories (Portage, Michigan). Los
animales utilizados en el estudio se seleccionaron sin ninglin sesgo sistematico aparente. Se coloc6 una etiqueta en
cada jaula individual que indicaba el nimero de registro, la técnica de implantacién, el nimero de animal, la
especie/cepa, la fecha de la cirugia, el periodo in vivo, y la fecha de la eutanasia. Los animales se identificaron
mediante nimeros secuenciales marcados en la oreja con un rotulador de tinta indeleble.

Disefio experimental . Se ensay6 un total de 42 ratones. Se implantaron subcutaneamente dos andamiajes
en cada ratdbn como se describe mas adelante; 42 ratones para la implantaciéon subcutanea; 28 tratamientos con un
valor n de 3 por tratamiento. El estudio corresponde al nUmero de aprobacion del IACUC: Skillman IACUC 01-037. El
estudio dur6 seis semanas.

Implantacion de SCID.
A. Pesos corporales

Se peso cada animal antes de ser anestesiado y en el momento de la necropsia.
B. Anestesia y preparacion quirdrgica:

Todas las manipulaciones de los ratones SCID tuvieron lugar bajo una campana. Los ratones se pesaron
individualmente y se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de KETASET (clorhidrato de
ketamina [60 miligramos/kilogramo]), ROMPUN (xilazina [10 miligramos/kilogramo]) y solucidn salina.

Después de inducir la anestesia, se cort6 el pelo de toda la parte posterior del animal desde la zona cervical
dorsal hasta la zona lumbosacra dorsal con una esquiladora eléctrica. Se limpié la zona con diacetato de
clorhexidina, se aclaré con alcohol, se secd y se untdé con una solucidon acuosa de yodoforo del 1% de yodo
disponible. Se aplico a los ojos una pomada oftdlmica para evitar que se secara el tejido durante el periodo de
anestesia. El animal anestesiado y preparado quirirgicamente se colocé en el decubito deseado.

C. Técnica de implantacion subcutanea:

Se realiz6 una incision cutanea de aproximadamente 2 cm justo lateral a la columna toracica paralela a la
columna vertebral. La piel se separd del tejido conectivo subyacente mediante diseccién roma. Cada ratén SCID
recibié 2 tratamientos que se colocaron en bolsillos subcutaneos creados mediante diseccion roma en cada
hemitorax a través de una incision cutanea. Se utilizaron suturas temporales de ETHIBOND EXCEL 5-0 (poliéster)
para unir temporalmente la piel a la musculatura alrededor de cada andamiaje para evitar la migraciéon subcutanea.
Los andamiajes se implantaron durante 6 semanas y, a continuacion, se recogieron. El disefio experimental se
esboza en la Tabla 19-1.

Tabla 19-1. Disefio experimental: Tratamiento (N =3  por tratamiento)

A. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, EP, TGFbeta3

B. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, EP, rhGDF-5

C. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, EP,
rhGDF-5+TGFbeta3

D. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, EP, control

E. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, LP, TGFbeta3

F. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, LP, rhGDF-5

G. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, LP,
rhGDF-5+TGFbeta3

H. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de la placenta, LP, control

I. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, EP, TGFbeta3

J. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, EP, rhGDF-5

K. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, EP,
rhGDF-5+TGFbeta3

L. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, EP, control

M. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, LP, TGFbeta3
N. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, LP, rhGDF-5

O. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de corddén umbilical, LP,
rhGDF-5+TGFbeta3

P. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con células derivadas de cordén umbilical, LP, control

Q. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con hMSC, TGFbeta3

R. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con hMSC, rhGDF-5

S. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con hMSC, rhGDF-5+TGFbeta3

T. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con hMSC, control
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U. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con fibroblastos, Adulto, TGFbeta3

V. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con fibroblastos, Adulto, rhGDF-5

W. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con fibroblastos, Adulto, rhGDF-5+TGFbeta
X. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS cultivada con fibroblastos, Adulto, control

Y. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS, TGFbeta3

Z. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS, rhGDF-5

AA. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS, rhGDF-5+TGFbeta3

BB. Espuma de PGA/PCL 65/35 + malla de PDS, control

D. Necropsia y preparacion histologica

Se realiz6 un examen macroscépico en todos los animales que murieron durante el estudio o que se
sacrificaron en estado moribundo. Los tejidos seleccionados se guardaron a criterio del patélogo y/o del director del
estudio.

Se sacrifico a los ratones por inhalacién de CO; en sus intervalos establecidos. Se registraron las
observaciones macroscopicas de los sitios implantados. Se extirparon las muestras de los sitios de implantacion
subcutanea con su piel suprayacente y se fijaron en formalina tamponada al 10%. Cada implante se dividié en dos
mitades, y una mitad se envié al MPI Research (Mattawan, MI) para la inclusién en parafina, el corte y la tincién con
hematoxilina y eosina (H&E) y safranina O (SO).

Los datos obtenidos de este estudio no se analizaron estadisticamente.
Resultados

Se observo formacion de nuevo cartilago y hueso en la mayoria de las muestras, incluidos los andamiajes
sembrados con células cargados con factor de crecimiento, los andamiajes de control sembrados con células, y los
andamiajes cargados con factor de crecimiento solamente. El grado de formacion de nuevo cartilago y hueso varié
dentro de los grupos de tratamiento y control.

Los andamiajes sembrados con células derivadas de la placenta de pase temprano y tardio presentaron
formacion de nuevo cartilago y hueso dentro de los andamiajes. No se observaron diferencias obvias en la formacion
de nuevo cartilago y hueso entre los diferentes andamiajes sembrados con células cargados con factor de
crecimiento y los andamiajes sembrados con células solamente. En comparacién con los andamiajes de control (sin
factores de crecimiento y sin células), parecia que habia un mayor grado de formacion de cartilago nuevo en los
andamiajes sembrados con células con y sin factores de crecimiento y en los andamiajes cargados con factor de
crecimiento solamente. La formacion de cartilago nuevo con andamiajes sembrados con células derivadas de la
placenta fue similar a los andamiajes sembrados con MSC y los sembrados con fibroblastos.

En los andamiajes tratados con factor y de control sembrados con células derivadas de corddn umbilical en
pases temprano y tardio, se observé formaciéon de nuevo cartilago y hueso. El grado de formacion de cartilago
parecia ser menor que el observado con las células derivadas de la placenta. Ninguna muestra present6 formacién
de cartilago extensa como se observaba con las células derivadas de la placenta. La formacion de hueso parecia ser
mayor en los andamiajes sembrados con células derivadas de cordon umbilical que en los andamiajes que
contenian TGFbeta-3 y rhGDF-5.

Los andamiajes cargados con hMSC también presentaron formacion de nuevo cartilago y hueso. El grado
de formacioén de nuevo cartilago y hueso fue similar para todos los grupos de tratamiento con hMSC. Los andamiajes
sembrados con fibroblastos humanos adultos también demostraron formacion de nuevo cartilago y hueso. Los
resultados fueron similares a los obtenidos con las células derivadas de la placenta y las hMSC

En el grupo control, en el que los andamiajes cargados con factor de crecimiento o andamiaje solo se
colocaron en anillos de cartilago y se implantaron, también se observé formacion de nuevo cartilago y hueso. No es
de extrafiar que el grado de formacion de cartilago nuevo fuese mayor en los andamiajes con factor de crecimiento
gue en los andamiajes sin factor de crecimiento. Hubo aumento de la formacién de hueso en el control con la
combinacion de los dos factores de crecimiento ensayados.

Se observo formacién de cartilago nuevo adyacente a los anillos de explante de cartilago, asi como dentro
de los andamiajes. La formacién de cartilago nuevo dentro de los andamiajes adyacentes a los anillos de cartilago
podria ser el resultado de la migracion de condrocitos. La formacion de cartilago observada como islas dentro de los
andamiajes puede ser el resultado de la migraciéon de condrocitos dentro de los andamiajes, de la diferenciacion de
las células sembradas o de la diferenciacion de células progenitoras de ratén endégenas. Esta observacion se deriva
del hecho de que en los andamiajes cargados con factor de crecimiento de control sin células sembradas, se
observaron islas de diferenciacion condrogénica. Se observo formacion de hueso nuevo dentro de los andamiajes de
forma independiente y también asociada con condrocitos. La formacién de hueso puede haber surgido de la
diferenciacion de osteoblastos, asi como la osificacion endocondral.
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Es dificil separar la formacion de nuevo cartilago y hueso asociada con condrocitos que migraron frente a la
de cualquier diferenciacion condrogénica y osteogénica de las células sembradas que pueda haber ocurrido. La
tincion de secciones con anticuerpos humanos especificos puede distinguir la contribucién de las células sembradas
a la condrogénesis y osteogénesis observadas. También es posible que las células derivadas de la placenta y las
células derivadas de corddn umbilical estimulasen la migracion de condrocitos.

Se observé abundancia de nuevos vasos sanguineos con los andamiajes cargados con células derivadas
de la placenta y células derivadas de cordén umbilical. Los vasos sanguineos fueron abundantes en las zonas de
formacion de hueso. También se observaron nuevos vasos sanguineos en los andamiajes sembrados con hMSC y
sembrados con fibroblastos asociados con la formacion de hueso nuevo.

No se pueden descartar los efectos sistémicos del andamiaje adyacente (con factor de crecimiento (GF)) en
los andamiajes de control (sin GF, sin células) en la promocién de la formacién de nuevo cartilago y hueso. El
andlisis de la formacion de nuevo cartilago y hueso en los andamiajes, tomando en consideracién los andamiajes
implantados adyacentes a los mismos en ratones SCID, no presenté ningun patrén claro de efecto sistémico del
factor de crecimiento del andamiaje adyacente.

Resumen . Los resultados demostraron que se observaba formaciéon de nuevo cartilago y hueso en los
andamiajes con factor de crecimiento y de control sembrados con células derivadas de la placenta y de corddn
umbilical. Los resultados con células derivadas de la placenta fueron similares a los observados con células madre
mesenquimales humanas, mientras que el grado de formacién de tejido tipo cartilago nuevo fue ligeramente menos
pronunciado en las células derivadas de cordén umbilical. Los andamiajes cargados con factor de crecimiento
implantados sin células también demostraron formaciéon de nuevo cartilago y hueso. Estos datos indican que la
formacion de cartilago nuevo dentro de los andamiajes puede surgir a partir de condrocitos que migraron desde los
explantes bovinos, a partir de la diferenciacién condrogénica de células progenitoras enddgenas, y a partir de la
diferenciaciéon condrogénica de las células sembradas.

Estos resultados sugieren que las células derivadas de la placenta y de cordon umbilical experimentan
diferenciacion condrogénica y osteogénica. Estos resultados también sugieren que las células derivadas de la
placenta y de cordén umbilical pueden promover la migracién de los condrocitos desde el explante de cartilago hasta
los andamiajes. También se observaron abundantes vasos sanguineos nuevos en los andamiajes especialmente
asociados con la formacion de hueso nuevo.

Aunque la presente invencién se ha mostrado y descrito particularmente con referencia a las formas de
realizacién actualmente preferentes, se entiende que la invencién no esta limitada a las formas de realizacién
especificamente descritas y ejemplificadas en el presente documento. Pueden realizarse numerosos cambios y
modificaciones a la forma de realizacion preferente de la invencion, y tales cambios y modificaciones pueden
realizarse sin alejarse del alcance de la invencion tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas.
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Reivindicaciones

1. Poblacién homogénea aislada de células derivadas de tejido de cordéon umbilical humano, para su uso en el
tratamiento de una afeccion O6sea o cartilaginosa, en la que dicha poblacion celular puede obtenerse mediante
digestion enzimatica de tejido de cordon umbilical humano exento de sangre con una metaloproteasa de matriz, una
proteasa neutra y una enzima mucolitica, y en la que dicha poblacion celular es capaz de autorrenovacion y de
proliferacién en cultivo, tiene el potencial de diferenciarse a células de otros fenotipos, y en la que la poblacion de
células:

a) produce cada uno de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A,B,C, segln se detecta mediante
citometria de flujo; y

b) no produce ninguno de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 o HLA-DR,DP,DQ, segun se detecta mediante
citometria de flujo.

2. Poblacion celular para el uso segun la reivindicacion 1, en la que las células tienen un nimero de cromosomas y
una estructura normales segun se identifica mediante el analisis del cariotipo.

3. Poblacion celular para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho tratamiento
comprende administrar dichas células con al menos un factor bioactivo.

4. Poblacién celular para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que las células se obtienen
mediante digestién enzimatica con colagenasa, dispasa y hialuronidasa.

5. Poblacion celular para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que las células se
administran en forma de mezclas con otras células.

6. Poblacion celular para el uso segun la reivindicacion 5, en la que las otras células son células multipotentes,
condrocitos, condroblastos, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, células de revestimiento 6seo o células de
médula 6sea.

7. Poblacion celular para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que las células se
administran con una molécula biolégica o un farmaco adicionales.

8. Poblacion celular para el uso segun la reivindicacion 7, en la que las células se administran con la molécula
biolégica o el farmaco adicional juntos en una composicion farmacéutica Unica o en composiciones farmacéuticas
separadas, simultdneamente o secuencialmente.

9. Poblaciéon celular para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que las células se
siembran sobre o dentro de un andamiaje tridimensional antes de la implantacién.

10. Poblacion celular para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que las células se

administran después de exponerse en cultivo a condiciones que estimulan la diferenciacion hacia un fenotipo
deseado.

82



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones

