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DESCRIPCION

Una célula madre mesenquimal multipotente aislada de glomérulos humanos adultos (HGL-MSC), un método para
preparar la misma y usos de la misma en la medicina regenerativa del rifion.

Campo técnico

La presente invencidn se relaciona con una célula madre mesenquimal humana multipotente que es derivada de
glomérulos desencapsulados de rifion humano adulto y muestra la capacidad de diferenciarse en una variedad de
tipos de células, particularmente en tipos de células glomerulares, y las cuales al mismo tiempo se caracterizan por
capacidades notables de autorrenovacién y clonogénicas. Adicionalmente, la invencion se relaciona con un método
para preparar la célula madre mesenquimal humana multipotente de la invencion y el uso de tal célula madre en
medicina regenerativa, particularmente en el tratamiento terapéutico de lesion y enfermedad renal.

Técnica anterior

El trasplante de células madre es conocido por poseer el potencial de reparar y regenerar tejidos y 6rganos dafiados
o lesionados. Consecuentemente, se han llevado a cabo estudios intensos en los afios recientes, con el fin de
intensificar y aislar nuevas células madres multipotentes tanto de origen humano como animal, asi como para
investigar la efectividad de tales células madre en aplicaciones clinicas, especialmente medicina regenerativa.

Por ejemplo, Oliver et al., [3] identificaron células madre ciclicas en la papila de rifiones de roedores adultos, con
base en la retencién BrdU. Utilizando la misma metodologia, Maeshima et al., [4] identificaron células marcadas con
BrdU en los tlbulos renales de ratas adultas y demostraron el potencial de tales células madre para generar tabulos
proximales y células de ductos de recoleccién o fibroblastos cuando se trasplantaron en el rifion metanéfrico.
Kitamura et al., establecieron y caracterizaron una poblaciéon distinguible de células progenitoras renales del
segmento S3 del nefron en el rifion adulto de rata [37]. Estas células demostraron poseer capacidades de
autorrenovacion y de expresar marcadores embrionarios renales tales como Pax2, Win4 y Winl. Con base en la
capacidad de extrudir el colorante Hoechst se identificé una llamada “poblacion lateral” con potencial multipotente en
rifones embrionarios y adultos [38]. Recientemente Gupta et al., demostraron la presencia en el rifién de rata adulta
de una poblacion residente renal de células progenitoras renales multipotentes que expresan marcadores de células
madre embrionarios tales como Oct-4 y Pax-2 [5]. Sin embargo, en la lista de su origen animal, estas células madre
renales multipotentes no pueden ser utilizadas en aplicaciones quimicas relacionadas con la regeneracion de tejidos
u érganos humanos.

La identificacién en una poblaciéon de células madre multipotentes CD113°CD24" a partir de rifiones humanos
embrionarios han sido divulgada en [39]. Sin embargo, estas células madre embrionarias no representan una
solucién 6ptima para el problema de proveer células madre humanas para uso en medicina regenerativa,
particularmente a la vista de las preocupaciones éticas asociadas con las lineas de células madre embrionarias y su
preparacion a partir de embriones humanos.

En el rifibn adulto humano los presente inventores divulgaron previamente una poblacién residente de células
progenitoras/madre CD113" [1]. Las células CD133" fueron encontradas en células raras en el intersticio en la
proximidad de los tlbulos y glomérulos proximales o dentro de los tubulos, y demostraron experimentar
diferenciacion epitelial y endotelial renal tanto in vitro como in vivo. Recientemente, Sagrinati et al., aislaron y
caracterizaron una poblacién de células CD133"CD24" multipotentes a partir de la capsula de Bowman de rifiones
adultos [2]. Sin embargo, las células progenitoras/madre CD133" identificadas en el rifidn humano estan
caracterizadas por pobres capacidades de autorrenovacion. Adicionalmente, tales células no han demostrado
poseer la capacidad de diferenciarse en los diferentes tipos de células encontrados en el glomérulo renal, es decir
podacitos, células endoteliales y mesangiales.

Schwab et al., Human Reproduction (Oxford), vol. 22, no. 11. November 2007, pages 2903-2911, divulgan células
madre mesenquimales CD146+ PDGF-RB+ CD34+ que muestran las capacidades de diferenciacion clasicas de las
MSCs, esto es la diferenciacion en linajes adipogénico, osteogénico, condrogénico y miogénico. Este articulo guarda
silencio en cuanto a las capacidades de diferenciacion adicionales. Sin embargo, el origen endométrico de estas
células apunta fuertemente contra su posibilidad de tener la capacidad de dar lugar a tipos celulares glomerulares
tales como podocitos, células mesangiales y endoteliales.

La WO 2008/045498 divulga una poblacion de células derivadas de rifion CD34+ CD133- CD105- que es capaz de
diferenciarse en adipocitos y osteoblastos. Sin embargo, no se divulga diferenciacion en tipos de células
glomerulares.

Las células madre mesenquimales (MSCs) son caracterizadas por su capacidad de diferenciarse en diferentes
lineas celulares de origen mesenquimal [7]. La principal reserva de células madre mesenquimales es la médula ésea
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(BM) [8]. Sin embargo, los datos recientes obtenidos en un modelo murinico han demostrado que el compartimiento
MSC esta distribuido mas ampliamente. En efecto las MSCs han sido detectadas virtualmente en todo el tejido
adulto murinico (bazo, musculo, rifién, pulmon, higado, cerebro, timo) en asociacion con las paredes vasculares [6].
En humanos, las MSCs han sido aisladas a partir de sangre circulante y de varios tejidos tales como sinovio, tejido
adiposo, hueso trabecular, pulpa dental, dermis y pulmén [9-16]. Sin embargo, la presencia de MSCs en glomérulos
humanos no ha sido investigada hasta ahora.

Resumen de la invencién

A la luz de lo antecedente, hay necesidad de células madre mesenquimales derivadas de rifion adulto humano
capaces de diferenciarse en los diversos tipos de células encontrados en el glomérulo renal y capaces de
autorrenovacion, de tal manera que sean exitosamente aplicables en la medicina regenerativa del rifidn,
particularmente como medicamento para el tratamiento terapéutico de lesiones y/o enfermedades que afectan el
riidn humano, mas particularmente lesiones y/o enfermedades que afectan los glomérulos renales.

Estos y otros objetivos son alcanzados mediante las células madre mesenquimales humanas multipotentes
identificadas y aisladas por los presente inventores en los glomérulos desencapsulados de rifiones adultos humanos.

Asi, un primer aspecto de la presente invencion es una célula madre mesenquimal glomerular multipotente aislada
derivable de glomérulos de rifion humano adultos (hGL-MSC), en donde dichas células estan caracterizadas por que
son CD133 (negativas), CD146 (positivas), CD34 (negativas), CD105 (positivas), CD24 (positivas) y Pax-2
(positivas) y caracterizadas adicionalmente por la capacidad de diferenciarse en al menos los siguientes tipos de
células: podocitos, células endoteliales y células mesangiales.

En una realizacion adicional preferida de la invencion, las hGL-MSC se caracterizan adicionalmente porque son o-
SMA (negativas) y Oct-4 (negativas).

Otro aspecto de la invencion es un método para preparar las hGL-MSC de la invencion, que comprende las
siguientes etapas:

- cultivar glomérulos desencapsulados de rifion adulto humano en un medio de cultivo de expansién que comprende
un medio de cultivo regulado de células animales que contienen suero a pH fisiolégico y en la ausencia de factores
de crecimiento especificos, obteniéndose de esta manera una poblacion mixta de células que crecen a partir de los
glomérulos desencapsulados cultivados, conteniendo dicha poblacién mixta de células CD133 (negativas) en forma
de huso, células CD146 (positivas) y CD133 (positivas) y células CD146 (positivas); y

- aislar las células en forma de huso CD133 (negativas), CD146 (positivas) de la poblacion mixta, representando
dichas células en forma de huso CD133 (negativas) y CD146 (positivas) la hGL-MSCs de la invencion.

De acuerdo con una realizacion preferida, el medio de cultivo de expansion esta regulado a un pH comprendido
dentro del rango de 6.8 a 7.4, mas preferiblemente dentro del rango de 7.2 a 7.4. Puede utilizarse cualquier agente
regulador capaz de mantener el pH dentro del rango fisioldgico, tal como por ejemplo Hepes, PBS o similares.

En otra realizacion preferida, las células en forma de huso CD133 (negativas), CD146 (positivas), que representa las
hGL-MSCs de la invencion, se aislan de al menos la 32 replicacion del cultivo celular o de una replicacion
subsecuente del cultivo celular, tal como por ejemplo desde la 42 replicacion, la 52 replicacion, la 62 replicacion, etc.
Esta realizacion se basa en el hecho de que las células en forma de huso CD133 (negativas), CD146 (positivas) son
el tnico tipo de células en la poblacion mixta que se encontrd superviviente después de la 32 replicacion de cultivo
celular bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas.

En una realizacion de la invencion, las células en forma de huso CD133 (negativas), CD146 (positivas) son aisladas
a partir de la poblacion mixta mediante un método de seleccién celular tal como FACS. Alternativamente, pueden ser
aisladas con base en su morfologia en forma de huso.

Las hGL-MSCs de la invencién estan caracterizadas ventajosamente por capacidades notables de autorrenovacion y
clonogénica y por la capacidad de diferenciarse en un nimero de tipos de células glomerulares, incluyendo pero no
limitandose a células endoteliales, células mesangiales y podocitos. Estas caracteristicas hacen que las hGL-MSCs
de la invencién sean particularmente adecuadas para el uso en la regeneracion del rifién.

Asi, un aspecto adicional de la invencion es la célula madre mesenquimal glomerular humana aislada de la
invencion (hGL-MSC) para uso como un medicamento en el tratamiento terapéutico de lesiones o enfermedades del
rifidn, particularmente lesiones o enfermedades que afectan el glomérulo renal.

Un aspecto adicional de la invencién es una composicién farmacéutica que comprende la célula madre mesenquimal
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glomerular humana aislada de la invencién (hGL-MSC) y un portador, diluyente y/o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. La composiciéon farmacéutica que comprende la célula madre mesenquimal glomerular humana de la
invencion (hGL-MSC) es particularmente adecuada para el tratamiento de lesiones o enfermedades del rifion,
particularmente lesiones o enfermedades que afectan el glomérulo renal.

Descripcion de los dibujos

Ventajas y caracteristicas adicionales de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
con referencia a los dibujos anexos, en donde:

La figura 1 muestra la morfologia y tasa de crecimiento de células que crecen desde los glomérulos. Las
micrografias representativas de glomérulos adultos humanos, carentes de la capsula de Bowman por tratamiento
con colagenasa | después de 24 horas (A), 7 dias (B), 2 semanas (C) y 3 semanas (D) en cultivo (magnificacion x
200). E) Se muestran las curvas de crecimiento de 5 preparaciones diferentes (designadas como R136, R140, R141,
R147 y R148).

La figura 2 se relaciona con la caracterizaciéon de las hGL-MSCs de la invencion. A) Analisis de FACS
representativos muestran que las hGL-MSCs son positivas para marcadores de superficie caracteristicos de MSCs
(CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166), negativas para CD33 y para marcadores hematopoyéticos especificos
(CD45 y CD34) y negativas para marcadores endoteliales (CD31). La lineas punteadas son los controles isotipicos.
B) Micrografias de inmunofluorescencia representativas de hGL-MSCs tefiidas con anticuerpos contra vimentina.
nestina, Nanog y Musashi (magnificacion x 600). Todas las lineas de hGL-MSC desarrolladas exhibieron el mismo
fenotipo.

La figura 3 muestra las propiedades inmunomoduladoras de hGL-MSCs y su eficiencia en clonacion. A) Andlisis de
FACS representativos muestran que las hGL-MSCs son negativas para antigenos clase Il y la molécula de adhesion
CD154 asi como las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 (linea oscura). Las lineas punteadas son los
controles isotipicos. B) La adicion de células madre mesenquimales de médula 6sea (BM-MSCs) o de células madre
mesenquimales glomerulares humanas (hGL-MSCs) de la invencion inhiben la proliferacion de PBMC inducida por
PHA. Se cultivaron PBMCs (5x104/ml) durante 48 horas en la presencia de PHA 2.5 pg/m con o sin BM-MSCs o
hGL-MSCs 5x10%/ml. Los datos expresan como la media + SD de 4 experimentos separados en triplicado. *p<0.05
(prueba t de Student). C) La eficiencia clonogénica se expresa como el porcentaje (%) de clones obtenidos en cada
replicacién del cultivo.

La figura 4 es una micrografia confocal representativa que muestra: A) coexpresion de CD146 y CD24 en un
glomérulo (flechas); B) expresién de CD133 con las células parietales de la capsula de Bowman (flecha) y en las
células epiteliales de un tdbulo proximal (*); y (C) ausencia de la expresion de CD133 en células glomerulares
CD146 (positivas) y CD24 (positivas) (flechas). Original con magnificacion 630X.

Descripcion detallada de la invencion

El estudio llevado a cabo por los presentes inventores busca investigar si las células madre mesenquimales estan
presentes en glomérulos renales desencapsulados adultos humanos y si tales células madre representan una
poblacién residente. Ademas, los inventores evaluaron el potencial de diferenciacién de las MSCs derivadas de
glomérulos, con interés particular en tipos de células glomerulares tales como podocitos, células endoteliales y
mesangiales.

Tal como se divulga en mas detalle en la seccién experimental de la especificacion, las células madre
mesenquimales de la invencién (hGL-MSCs) fueron obtenidas a partir de la porcién normal del cértex de rifiones
humanos retirados quirdrgicamente. Después de la diseccion del cértex y paso a través de una serie graduada en
mallas, la suspension glomerular fue recolectada, lavada y despojada de la capsula de Bowman por tratamiento
mecanico y enzimatico. Los glomérulos desencapsulados (figura 1A) fueron cultivados en un medio de expansion
regulado que contiene suero bajo condiciones de no diferenciacion, es decir en la ausencia de factores de
crecimiento especificos capaces de dirigir la diferenciacion de las células madre.

Al cabo de 7 dias, se observo un crecimiento glomerular de células adherentes (figura 1B). Se alcanzo la confluencia
en el dia 12-14 cuando se desprendi6 la monocapa celular mediante tratamiento con tripsina-EDTA. Los remanentes
glomerulares fueron retirados por centrifugacion a baja velocidad y las células fueron expandidas en el mismo medio
de expansion. Durante el periodo de cultivo inicial hubo una heterogeneidad morfolégica en el cultivo celular (figura
1C) pero, después de aproximadamente 3 semanas, (esto es, alrededor de la 42 replicacion), el cultivo se hizo
monomorfico con células en forma de huso (figura 1D). La figura 1E muestra las curvas de crecimiento de 5
preparaciones celulares diferentes. La rata de crecimiento fue lenta durante las primeras cinco replicaciones, pero se
incrementd con el subcultivo en serie hasta la 202 replicacion (aproximadamente 100 dias de cultivo) cuando las
células no fueron capaces de mas proliferacion. El intervalo entre las replicaciones varié entre aproximadamente 3 a
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7 dias hasta la 42 replicacion, después de la cual se fij6 en aproximadamente 7 dias.

Las células en forma de huso que crecieron a partir de los glomérulos desencapsulados son las células madre
mesenquimales glomerulares humanas (hGL-MSCs) de la invencion. Estas células madre pueden ser aisladas
entonces a partir del cultivo celular con base en sus caracteristicas morfologicas, preferiblemente a partir de la 3?2
replicacién de cultivo celular o desde una replicacion subsecuente, tal como por ejemplo la 42 replicacion, la 52
replicacion, la 62 replicacion de cultivo celular.

Los inventores observaron adicionalmente que las células que crecian a partir de glomérulos desencapsulados eran
una poblacion mixta que, en las replicaciones celulares tempranas (1-3) que contienen células 31+11% CD133
(positivas) y 74+26% CD133 (negativas) (n=15 preparaciones), tal como se detect6é por citometria de flujo. Ambas
poblaciones celulares expresan CD146.

Asi, como alternativa al método morfolégico, las células madre mesenquimales glomerulares humanas (hGL-MSCs)
de la invencion pueden ser aisladas mediante un método de seleccion celular tal como Seleccién Celular Activada
por Fluorescencia (FACS). Preferiblemente, las células CD133 (positivas), CD146 (positivas) y las células CD133
(negativas), CD146 (positivas) son seleccionadas por FACS a partir de la 22, 32 o 42 replicacién; sin embargo,
también pueden ser aisladas a partir de cualquier replicacion, incluso antes de la subreplicacion.

Las poblaciones seleccionadas por FACS fueron caracterizadas y clonadas.

Se encontr6 que las células CD133'CD146" coexpresaban los marcadores CD31 y VWF, indicando un fenotipo
endotelial. Esta poblacién CD133" no coexpresé nestina (datos no mostrados) ni marcadores MSC tales como
vimentina, CD73, CD29 o CD166 (datos no mostrados). EI mismo fenotipo fue observado cuando la poblacion
celular CD133" fue seleccionada inmunomagnéticamente a partir de la suspension celular de los glomérulos
desencapsulados digeridos (datos no mostrados). Cuando las células que crecian a partir de glomérulos renales
fueron caracterizadas después de la 42 replicacion en la presencia del medio de expansion, las células CD133" no
fueron detectables posteriormente.

Las células seleccionadas CD133'CD146" fueron positivas para marcadores de superficie caracteristicos de MSCs
[25], incluyendo CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 y CD166 y fueron negativas para CD133 y marcadores
hematopoyéticos especificos (CD45 y CD34) asi como para marcadores endoteliales (CD31) (figura 2A). Por
inmunofluorescencia, estas células expresaron el marcador especifico de MSC vimentina y el marcador de células
madre residentes neuronales y de higado nestina [26, 27, 28], mostrando un patron filamentoso citoplasmico (figura
2B). Esta poblacién celular no expresoé los marcadores epiteliales citoqueratina y E-cadherina. Tampoco expresaron
otros marcadores que son expresados usualmente por células glomerulares especializadas tales como a-SMA (la
cual en contraste es expresada por células mesangiales) o nefrina (la cual en contraste es expresada por podocitos)
(datos no mostrados). Estas caracteristicas indican la ausencia de células glomerulares contaminantes.

También se evalud la expresién de los marcadores Nanog, Oct-4 y Musashi. Estas moléculas son factores de
transcripcién conocidos por estar involucrados en la autorrenovacion y pluripotencia de células madres embrionarias
y adultas [29-33]. La poblacion de células madre de la invencién mostré la expresion en nicleo-citoplasma de tanto
Nanog como Musashi (figura 2B), mientras que no expresé Oct-4 (no mostrado).

Las hGL-MSCs también mostraron expresar constitutivamente antigenos de MHC clase | (figura 2A) pero fueron
negativas para antigenos clase Il y para la molécula de adhesion CD154 y para las moléculas coestimuladoras
CD80, CD86 y CD40 (figura 3A), como se describe para BM-MSC [34]. Ademas, de manera similar a BM-MSCs que
son conocidas por inhibir la proliferacion de PBMC inducida por PHA, las hGL-MSCs indujeron la reduccién
significativa de la proliferacion de PBMC inducida por PHA (figura 3B). Sin embargo, contrario a BM-MSCs, las hGL-
MSCs fueron CD24 (positivas) y Pax-2 (positivas). Adicionalmente, se encontrd que las hGL-MSCs de la invencién,
contrario a las células madre renales aisladas a partir de rifién de raton, fueron negativas tanto para a-SMA como
para Oct-4.

Con el fin de demostrar la capacidad de autorrenovacion de las poblaciones de hGL-MSC obtenidas a partir de
glomérulos, los inventores llevaron a cabo ensayos de clonogenicidad sobre las células seleccionadas
CD133"CD146" y CD133'CD146". Las suspensiones de células individuales fueron sembradas en placas de 96
pozos y se seleccionaron las que surgieron de los glomérulos en la 32 replicacion del cultivo en el medio de
expansién. La eficiencia clonogénica de las células CD133'CD146" fue de 25.345.1%, mientras que las células
CD133"CD146" no fueron clonogénicas (figura 3C). La siembra de suspensiones de células individuales que fueron
generadas a partir de clones primarios de células CD133'CD146" proveyeron clones secundarios, y la siembra de
células individuales que fueron generadas a partir de clones secundarios llevé a la generacion de clones terciarios
(figura 3C). Estos datos indican que las células glomerulares CD133'CD146" fueron clonogénicas y exhibieron
capacidades de autorrenovacion in vitro, mientras que las células CD133"CD146" fueron incapaces de generar
clones bajo estas condiciones. Los clones CD133'CD146" fueron analizados por citometria de flujo e
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inmunohistoquimica y mostraron el mismo fenotipo mesenquimal que las hGL-MSCs derivadas de poblaciéon no
clonada (datos no mostrados). Cuando las células no seleccionadas que crecen a partir de glomérulos fueron
caracterizadas después de la 42 replicacion en la presencia del medio de expansion, mostraron todas un fenotipo
mesenquimal, indicando que las condiciones de cultivo empleadas eran selectivas para la expansion de las hGL-
MSCc.

Los inventores también llevaron a cabo experimentos dirigidos a investigar si las GL-MSCs de la invencién eran una
poblacion renal residente mas que una poblacion de MSC derivada de BM localizada dentro de los glomérulos. Para
este proposito, se probd primero la presencia de marcadores expresados diferencialmente por células madre
residentes y derivadas de BM. Las hGL-MSCs expresaron CD24, lo cual en contraste es negativo con las MSCs
derivadas de BM, y se consideraron como un marcador de células madre residentes renales [2, 35]. El origen renal
de las hGL-MSCs también es sugerido por la expresion de la proteina y gen de Pax-2 embrionaria especifica de
organo. La Pax-2 no fue expresada por BM-MSCs. La Pax-2 es un factor de transcripcion que es expresado por las
células madre del mesenquimal metanefritico [36] y por las células madre aisladas de rifién de rata y humano
adultos [1, 5]. Ademas, los inventores aislaron hGL-MSCs a partir de glomérulos de un rifién explantado de un
donante masculino trasplantado en un receptor femenino. Las hGL-MSCs derivadas del rifién trasplantado
exhibieron el mismo fenotipo que las hGL-MSCs derivadas de rifién normal (datos no mostrados). Con el fin de
establecer si las hGL-MSCs derivaban de la médula ésea del receptor o del rifién trasplantado, la presencia del
cromosoma Y en las hGL-MSCs fue analizada en la 22 y 62 replicaciones. Se analizaron en total 914 ndcleos y 48
metafases en la 22 replicacién (478 nlcleos; 23 metafases) mas la 62 replicacion (436 ndcleos; 25 metafases). El
andlisis por FISH del patrén de hibridacion de las sondas centrométricas de color dual X (verde)/Y (rojo) mostro que
el 90% de los nulcleos tenian un patrén rojo/verde masculino y 10% de los nicleos tenian solamente una mancha
verde. Los nudcleos con una mancha verde probablemente deriven de nudcleos masculinos que han perdido el
cromosoma Y, un evento que frecuentemente ocurre en cultivo. No se observaron nucleos femeninos (dos manchas
verdes). El cariotipo detectado en todas las 48 metafases de las hGL-MSCs fue masculino. Los cromosomas de la
metafase, observados con DAPI para contratincion por FISH, aparecieron normales. Estos datos sugieren que las
hGL-MSCs no se originaron a partir de la médula ésea del receptor. Por el contrario, representan una poblacion
residente en los glomérulos del rifién donante.

Puesto que una de las caracteristicas mas prominentes de las células madre mesenquimales es su capacidad para
diferenciarse en multiples linajes mesenquimales, los inventores establecieron la capacidad de las hGL-MSCs de la
invencion para diferenciarse en células de tejido conectivo especifico. La poblacién CD133°CD146" seleccionada en
la 22 0 32 replicacion demostro ser capaz de diferenciarse en linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico bajo
condiciones de cultivo definidas (datos no mostrados). En contraste, tanto las lineas de hGL-MSC originales CD133"
CD146" obtenidas de 15 pacientes (en las replicaciones 4-10) y los 4 clones obtenidos subsecuentemente
demostraron poseer capacidades de diferenciacion multilinaje.

Las hGL-MSCs experimentaron eficientemente la diferenciacién osteogénica después de 14 dias en medio
osteogénico como lo demuestra la tincién con rojo de Alizarina de los depésitos de calcio.

Cuando se cultivaron durante 21 dias en medio para adipocitos, las hGL-MSCs generaron células que contenian
cuerpos lipidicos. En los controles no diferenciados no se observé evidencia de mineralizacion o cuerpos lipidicos.

La diferenciacion de las hGL-MSC en condrocitos se observé utilizando medio selectivo para condrocitos [7]. Las
pellas diferenciadas se recolectaron a los 28 dias de tratamiento tefiidas con Safranina O y azul Alcian, lo cual es
tipico de la diferenciacion condrocitica [7].

Tomados como un todo, estos resultados demuestran las capacidades de diferenciacion multilinaje de las hGL-
MSCs de la invencion. También vale la pena notar que se obtuvieron resultados muy similares con las 15 lineas de
hGL-MSCs aisladas originalmente con los 4 clones obtenidos subsecuentemente a partir de las lineas celulares
originales.

La capacidad de la hGL-MSCs para diferenciarse, bajo condiciones de cultivo apropiadas, en poblaciones celulares
glomerulares especificas, tales como células endoteliales, podocitos y células mesangiales, también fue evaluada.
Con el fin de obtener la diferenciaciéon endotelial, las hGL-MSCs fueron cultivadas durante 3 semanas en EBM en la
presencia de VEGF. El analisis citométrico de flujo mostré la expresion de marcadores endoteliales especificos, tales
como CD105, KDR, CD34 y CD31. Ademas, cuando se cultivaron en Matrigel, células endoteliales de hGL-MSCs
diferenciadas y no diferenciadas formaron la organizacion caracteristica tipo capilar (datos no mostrados). En la
presencia de PDGFbb y TGFB1, las hGL-MSCs adquirieron un fenotipo similar al mesangial. Especificamente,
adquirieron la expresion de a-SMA y del receptor 1 de angiotensina 2 (AT1). Cuando se cultivaron durante 3
semanas en la presencia de 20 pM/L de ATRA, las hGL-MSCs adquirieron la expresion de marcadores epiteliales
especificos expresados por podocitos tales como citoqueratina, podocina, nefrina y sinaptopodina. La expresion de
nefrina fue confirmada por PCR en tiempo real, demostrando que el transcripto de nefrina estaba presente en las
hGL-MSCs después de la diferenciacién en podocitos pero no en hGL-MSCs mantenidas en el medio de expansion
que evita la diferenciacion. Se probaron tres lineas celulares clonadas con resultados similares.
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En todas las condiciones experimentales las células diferenciadas perdieron los marcadores relacionados con
dureza, tales como Nanog, Musashi, vimentina, nestina, CD90, CD146, CD73, con la excepcion de las células
diferenciadas mesangiales y endoteliales, que mantuvieron el CD90 y el CD146 (datos no mostrados), los cuales
son expresados tipicamente por células maduras. Todas las lineas celulares y clones de hGL-MSC mostraban las
mismas capacidades de diferenciacion. Las MSCs derivadas de BM bajo las mismas condiciones de cultivo fueron
capaces de diferenciarse en células endoteliales y células similares a las musculares pero no en células similares a
podoacitos (datos no mostrados).

En conclusion, los inventores investigaron la presencia de células madre dentro de glomérulos humanos que fueron
previamente desencapsulados con el fin de evitar la presencia de células madre asociadas a la capsula de Bowman.
Las células que crecian a partir de los glomérulos desencapsulados en las replicaciones tempranas mostraron
consistir de dos poblaciones diferentes: una poblacién CD133°CD146" y una poblacién CD133'CD146". Las células
CD133" lo mas probablemente representan una poblacién celular comprometida endotelial, puesto que coexpresan
marcadores endoteliales. Ademas, las células CD133'CD146" no sobrevivieron después de la 3?2 replicacion.
Ademas, cuando la poblacion CD133'CD146" fue seleccionada, no fue capaz de autorrenovarse y fue no
clonogénica.

En contraste, la poblacién CD133'CD146" que fue aislada y clonada a partir de glomérulos humanos
desencapsulados se encontré como una poblacién multipotente de células madre mesenquimales capaz de generar
cultivos a largo plazo. De manera interesante, fueron las Unicas células que crecieron a partir de glomérulos capaces
de sobrevivir después de la 42 replicacion del cultivo celular. Estas células fueron designadas como hGL-MSCs. Las
hGL-MSCs compartieron con las MSCs derivadas de BM y con MSCs derivadas de otros tejidos adultos [9-16, 26-
28] las siguientes caracteristicas: expresion de CD29, CD44, CD166, CD73, CD90, CD105, CD146, vimentina y
nestina; carencia de CD34 y CD45; la capacidad de experimentar diferenciacion mesodérmica (osteocitos,
condrocitos y adipocitos). Ademas, las hGL-MSCs expresaron los marcadores embrionarios Nanog y Musashi
involucrados en el mantenimiento celular. Al igual que las MSCs derivadas de BM, las hGL-MSCs fueron capaces de
inhibir la proliferacién de PBMCs inducida por PHA. Se demostré un efecto inmunomodulador similar para las células
madre/progenitoras multipotentes Sca-1+lin- tubulares de ratones adultos [40] y para MSCs de humanas derivadas
de corazén, bazo y grasa perirrenal [41].

El origen de las MSCs dentro de drganos adultos ha sido debatido. En el presente estudio, los inventores
encontraron que las hGL-MSCs aisladas poseen las caracteristicas fenotipicas de células madre renales residentes.
En efecto las hGL-MSCs, en contrario a las BM-MSCs, expresaron CD24 el cual se considera un marcador de los
progenitores residentes renales [2, 35], asi como del factor de transcripcion especifico de érganos embrionarios Pax-
2 [1, 5, 36]. La expresion de Pax-2 ha demostrado previamente ser un marcador de poblaciones de células madre
residentes renales [1, 5, 36]. Ademas, la presencia de hGL-MSCs de identidad sexual del donante en un aloinjerto
renal provey6 evidencia en cuanto a la presencia de una poblacion de MSC que reside localmente dentro de los
glomérulos humanos adultos. Este resultado esta en concordancia con la evidencia previa con respecto a MSCs
residentes en tejidos provistas en pulmones humanos a partir de estudios de trasplante de pulmon [16].

El compromiso renal de las hGL-MSCs es demostrado por su capacidad de diferenciarse en células endoteliales y
en linajes glomerulares especificos tales como células tipo podocitos y mesangiales bajo condiciones de cultivo
apropiadas. En efecto, las hGL-MSCs, cuando se cultivan en la presencia de ATRA y de colageno tipo IV, fueron
capaces de diferenciarse en células epiteliales que expresaban marcadores especificos para el diafragma de ranura
de los podocitos tales como nefrina, sinaptopodina y podocina. Esto esta en contraste con las BM-MSCs.

La diferenciacion de las hGL-MSCs en células mesangiales glomerulares se obtuvo cultivando las células en la
presencia de una combinacion de TGF beta 1 y PDGFbb, de las cuales se ha reportado que inducen diferenciacion
celular en musculos lisos en células progenitoras adultas multipotentes derivadas de BM [20]. Ademas, las hGL-
MSCs mostraron propiedades inmunomoduladoras puesto que inhibieron la proliferacion de PBMCs estimuladas por
PHA, de la misma manera que BM-MSCs [23-25]. La actividad inmunomoduladora de las hGL-MSCs es relevante
para las enfermedades glomerulares inflamatorias.

En conclusién, los resultados del presente estudio demuestran la presencia en glomérulos desencapsulados
humanos adultos de una poblacion de células madre multipotentes residentes que expresan un fenotipo
mesenquimal con el potencial de contribuir al rendimiento de los diferentes tipos celulares especificos glomerulares.

El aislamiento de las células madre mesenquimales glomerulares humanas de la invencién a partir de glomérulos
reales humanos adultos y sus caracteristicas de caracterizacién se describen en mas detalle en la seccion
experimental a continuacion, la cual se provee a manera de ilustracion solamente y no pretende limitar el alcance de
la invencién como se define en las reivindicaciones anexas.

Seccidn experimental



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2580172 T3

Materiales y métodos
Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales derivadas a partir de glomérulos y médula 6sea humanos

Las células madre mesenquimales humanas a partir de glomérulos (hGL-MSCs) fueron obtenidas a partir de la
porcién normal del cortex de rifiones retirados quirdrgicamente (15 preparaciones diferentes). Después de la
diseccion del cértex y la replicacion a través de una serie graduada de mallas (mallas 60 y 120), la suspensién
glomerular fue recolectada, lavada con Solucion Salina Balanceada de Hans (GIBCO, Grand Island, NY) y privadas
mecanicamente de la capsula de Bowman, en varias rondas de aspiracion/expulsion utilizando una pipeta de 10 ml,
y enzimaticamente, por digestién durante 2 minutos con colagenasa | (Sigma, St. Louis, MO). Los glomérulos
decapsulados fueron transferidos a matraces T25 recubiertos con fibronectina (Falcon, BD Bioscience, Two Oak
Park, Bedford, MA).

Se compararon varios medios de cultivo. RPMI (Sigma) con FCS al 10% (Euroclone, Wetherby, Reino Unido), en la
presencia de 1X ITS (Sigma) y Hepes (libre de acido, 10mM) (Sigma) (medio de expansion) que permitié la
amplificacion de hG1-MSCs y por lo tanto se utilizé en experimentos subsecuentes.

Las MSC humanas fueron aisladas a partir de BM y cultivadas como se describié previamente [7].
Cinética de crecimiento

Las curvas de crecimiento que describen cinéticas de cultivo fueron generadas como se describié previamente [6]. El
area de crecimiento ocupada por un cultivo de hG1-MSC, correspondiente a 25 cm?, se asumié como 1 buscando
simplificacion. Cuando tuvo lugar la segunda replicacién, la relacion de divisién en la replicacion 1 (1:3) fue
multiplicada por ese valor, significando que al final de la replicacién 1 el area de crecimiento acumulativa fue 3 (esto
es, tres veces el crecimiento son ocupadas por un cultivo primario). Al final de la segunda replicacion, la relacion de
division en la replicacion 2 (1:3) fue multiplicada por el area de crecimiento acumulativo en la replicacion 1 (3x3=9).
Este procedimiento fue repetido para cada replicacion, proveyendo una curva de crecimiento tedrica que es
directamente proporcional al nimero de células. El crecimiento fue evaluado en 5 preparaciones glomerulares
diferentes.

Caracterizacion de células madre mesenquimales derivadas de glomérulos

Se llevé a cabo andlisis citofluorimétrico como se describe en [1] y se utilizaron los siguientes anticuerpos, todos
conjugados con ficoeritrina (PE) o isotiocianato de fluoresceina (FITC): anticuerpos monoclonales anti-CD105, -
CD29, -CD31, -CD146, -CD44, -CD24, -CD90 (Dakocytomation, Copenhagen, Dinamarca); -CD73, -CD34, -CDA45, -
CD80, -CD86,-CD166, HLA-I (Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San José, CA); -CD133 (Miltenyi Biotec,
Auburn); KDR (R&D Systems, Abington, Reino Unido); -HLA-II (Chemicon International Temecula, CA), -CD40
(Immunotech, Beckman Coulter), -CD154 (Serotec, Raleigh, NC Estados Unidos). Los controles isotipicos IgG de
raton fueron de Dakocytomation. Todas las incubaciones fueron llevadas a cabo en 100 pl de solucion salina
regulada con fosfato (PBS) que contenia 0.1% de albumina de suero bovino y 0.1% de azida de sodio, a 4°C. Para
cada muestra, se analizaron 10,000 células sobre un citometro FACS Calibur (BD Biosciences Pharmingen). Las
puertas fueron construidas con base en controles negativos y se incluyeron controles de compensacion en todos los
andlisis llevados a cabo. Los porcentajes y nimeros de poblacién fueron generados para poblaciones en las puertas
a partir de cada experimento utilizando el software Cell Quest (BD Biosciences Pharmingen).

Se llevé a cabo la inmunofluorescencia indirecta sobre las hGL-MSCs, no diferenciadas o diferenciadas, cultivadas
sobre portaobjetos en camara (Nalgen Nunc International, Rochester, NY, Estados Unidos), fijadas en
paraformaldehido al 4% que contenia 2% de sacarosa y cuando era necesario, permeabilizadas con regulador
Hepes-Triton X 100 (Sigma). Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-vimentina (Sigma), anti-
citoqueratina (Biomeda, Foster City CA), anti-E-Cadherina (Dakocytomation), alfa-actina de musculos lisos (aSMA)
(Dakocytomation), anti-sinaptopodina (Progen Biotechnik, Heidelberg). Se usaron anticuerpos policlonales de conejo
y policlonales de cerdo antinefrina (Progen Biotechnik) factor Anti-von Willebrand (VWF) (Dakocytomation), anti-
Nestina (Chemicon International), anti-Pax-2 (Covance, Princeton, NJ), anti-Nanog, anti-Oct-4, anti-Musashi
(AbCam, Cambridge, Science Park Cambridge Reino Unido), anti-podocina, Receptor 1 (AT1) anti-Angiotensina I
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). La omisidn de los anticuerpos primarios o sustitucién con IgG de
conejo, rata o ratén no inmune se utilizé como control cuando fue apropiado. Se utilizaron IgG anticonejo o
anticerdo Alexa Fluor 488 e IgG antirraton Texas Red (Molecular Probes, Leiden, Paises Bajos) como Abs
secundarios. Se llevd a cabo analisis por microscopia confocal utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM Modelo
5 Pascal (Carl Zeiss International, Alemania). Se agregé colorante Hoechst 33258 (Sigma) para tincion nuclear.

Resumen del perfil de expresion de marcadores

La Tabla 1 presenta un resumen del perfil de expresion de marcadores de las células madre mesenquimales
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glomerulares humanas (hGL-MSC) de la invencién.

Tabla 1
Marcador hGL-MSC
CD133 Negativo
CD146 100%
CD90 100%
CD44 100%
CD29 100%
CD73 100%
CD105 100%
CD106 -
CD166 100%
CD45 Negativo
CD34 Negativo
CD31 Negativo
CD24 100%
SCA-1 -
Alfa-SMA Negativo
Vimentina 100%
Citoqueratina Negativo
Nestina 100%
Nanog 100%
Musashi 100%
Oct-4 Negativo
Pax-2 100%
MHC-1 100%
MHC-2 Negativo
CD80 Negativo
CD86 Negativo
CD40 Negativo
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Estudios FISH

Se aislaron las hGL-MSCs de glomérulos de un rifion explantado de un donante masculino trasplantado en un
receptor femenino. El paciente, una mujer de 45 afios, recibi6 el trasplante de un injerto masculino. El injerto fue
explantado después de nueve meses debido a la recurrencia de sindrome nefritico severo resistente a terapia con
diagnostico por biopsia de glomeruloesclerosis focal.

Los cultivos en subconfluencia (70%) experimentaron un periodo de incubacion durante la noche (16-18 horas) con
Velbe, a una concentracién final de 0.01 pg/ml. Las células fueron convertidas en pellas y la pella fue resuspendida
en solucion hipoténica (0.2 g de KCI+0.2 g de citrato de Na/100 ml). Después de una incubacion a 37°C durante 20
minutos, las células fueron fijadas en metanol-acido acético 3:1 y almacenadas durante 18 horas a -20°C. El
cromosoma en metafase fue preparado dejando bordear aproximadamente 50 pl de suspension en laminas de vidrio
limpias y dejando secar al aire antes de la visualizacion utilizando microscopia de contraste.

Los estudios FISH fueron llevados a cabo utilizando sondas centroméricas comerciales de cromosomas X (verde) y
Y (roja) y la sonda heterocromatica satélite 1l clasica Y (Aquarius Cytocell, Cambridge, Reino Unido). Las sondas
fueron preparadas y desnaturalizadas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las sondas preparadas
fueron aplicadas sobre portaobjetos que contenian metafases y nudcleos desnaturalizados (1.45 minutos en
formamida al 70% /2x SSC a 70°C) bajo un cubreobjetos. La hibridacion fue llevada a cabo durante la noche a 37°C.
Luego los portaobjetos fueron lavados una vez en 0.4x SSC a 72°C durante 2 minutos seguido por un segundo
lavado de 4x SSC+Tween 20 (Sigma) a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Los cromosomas y nucleos
fueron contratefiidos con DAPI y montados en una solucion antiturbidez. Las muestras fueron analizadas en cuanto
a la identificacion de nudcleos y metafases masculinos (XY)/femeninos (XX) con una visualizacion microscépica
directa (microscopio de epifluorescencia Nikon). Las imagenes fueron obtenidas utilizando el sistema de analisis de
imagenes Cytovision Cytogenetics.

Separacion inmunomagnética, seleccion celular y clonacion celular

Las células fueron separadas inmunomagnéticamente a partir de glomérulos desencapsulados frescos o de cultivos
celulares en la segunda o tercera replicacion. Después de la diseccidn y replicacion a través de una serie graduada
de mallas, se digiri6 la suspensién de glomérulos desencapsulados durante 8 minutos con colagenasa | (Sigma) y se
aislaron las células CD133" mediante seleccion celular magnética, utilizando el sistema MACS (Miltenyi Biotech).

Las células CD133"CD146*y CD133'CD146" a partir de la poblacion que crecié desde los glomérulos en la segunda
y tercera replicaciones de cultivo en el medio de expansion, fueron separadas por seleccion celular (MoFIow,
Dakocytomation) y ambas poblaciones fueron caracterizadas, cultivadas y clonadas mediante la siembra de una
suspension de células individuales en placas de 96 pozos por seleccién celular. Se analizaron el nimero, morfologia
y cinética de los clones resultantes, y algunos de ellos fueron seleccionados para ensayos de subclonacién y
diferenciacion.

Diferenciacion in vitro

Las capacidades de diferenciacion adipogénica, osteogénica y condrogénica de las hGL-MSCs fueron determinadas
como se describio plenamente [7].

En resumen, se cultivaron las hGL-MSCs con medio adipogénico (Lonza, Basilea Suiza) durante 3 semanas. Para
evaluar la diferenciacion, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura
ambiente y se tifieron con Oil Red O al 0.5% (Sigma) en metanol (Sigma) durante 20 minutos a temperatura
ambiente.

La diferenciacién osteogénica fue establecida cultivando las hGL-MSCs en medio osteogénico (Lonza). El medio fue
cambiado dos veces a la semana durante 3 semanas. Para evaluar la diferenciacion, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y tefiidas con rojo de Alizarina, pH 4.1 (Lonza) durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

Para la diferenciacién condrogénica, se centrifugaron 2.5 x 10° de hGL-MSCs en un tubo de polipropileno cénico de
15 ml (Falcon BD Bioscience) a 150 g durante 5 minutos y se lavaron dos veces con DMEM. Las pellas fueron
cultivadas en medio condrogénico (Lonza) suplementado con 10 ng/ml de Factor de Crecimiento Transformante 33
(Lonza). El medio fue cambiado cada 3 dias durante 28 dias. Las pellas fueron fijadas en paraformaldehido al 4%
durante la noche, y las secciones embebidas en parafina fueron tefiidas para glicosaminoglicanos utilizando
safranina O al 0.1% (Sigma) y para proteoglicanos surfactados con azul alcian al 1%.
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Se obtuvo la diferenciacion celular endotelial cultivando las hGL-MSCs en la presencia de Medio Basal Endotelial
(EBM) (Lonza) con factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, 10 ng/ml, Sigma) durante 3 semanas, como se
describié previamente [17].

La diferenciacion de podocitos obtenida cultivando las hGL-MSCs durante 3 semanas, en el medio de expansion
mas acido todo transretinoico (ATRA, Sigma, 20 umol/L) [18]. Las diferenciaciones fueron llevadas a cabo en los
portaobjetos en camara recubiertos con el colageno tipo IV [19] (Sigma).

La diferenciacién mesangial fue obtenida cultivando las hGL-MSCs durante 6 dias, en DMEM con alta glucosa, en la
presencia de FCS al 10%, TGF-beta 1 (2.5 ng/ml, Sigma) [20] y PDGFbb (5 ng/ml Sigma) [21]. Las diferenciaciones
fueron llevadas a cabo en los portaobjetos de camara recubiertos con fibronectina.

PCR en tiempo real

El PCR de transcripcion reversa cuantitativo fue llevado a cabo como se describié previamente [22]. Se produjo
ADNc de primera cadena a partir de ARN total utilizando el kit de trascripcion reversa ADNc de Alta Capacidad
(Applied Biosystems, Foster City, CA 94404, Estados Unidos). En resumen, se utilizaron 1 o0 2 ug de ARNm, 2 ul de
regulador RT, 0.8 pl de mezcla de dNTP, 2 pl de cebadores aleatorios RT, 1 ul de transcriptasa reversa MultiScribe y
4.2 pl de agua libre de nucleasa para cada sintesis de ADNc. Después de la transcripcion reversa, se almaceno el
ADNCc a -20°C. La cuantificacién relativa mediante PCR en tiempo real fue llevada a cabo utilizando la deteccion de
verde SYBR de los productos de PCR en tiempo real utilizando un StepOne Real Time System (Applied
Biosystems) de 48 pozos. Con el fin de llevar a cabo el PCR en tiempo real, se utilizaron los siguientes cebadores de
oligonucleétidos especificos de la secuencia, todos adquiridos de MWG-Biotech AG, Ebersberg, Alemania: (i) los
cebadores de avance y reverso de nefrina humana divulgados en [22]; (ii) los cebadores de avance y reversa de
PAX-2 humano dlvulgados en [1]; y (iii) los cebadores de avance y reversa de B-actina humana divulgados en [1]. Se
adquirio la Power SYBR® Green PCR Master |\/|IX de Applied Biosystems. Las condiciones de ciclizacién térmica
fueron como sigue: Activacién de AmpliTaq Gold® DNA Polymerase LD a 95°C durante 10 minutos, seguida por 45
ciclos de amplificacion a 95°C durante 15 segundos y 60°C (para nefrina, pax2 y para B-actina) durante 1 minuto.
Para detectar la fase logaritmica de la amplificacién, el nivel de fluorescencia (cuantificacién del producto) fue
determinado en cada ciclo. En el ciclo en el cual la fluorescencia alcanz6 el umbral fue registrado, promediado entre
triplicados, y normalizado al ciclo promedio del valor de umbral para la B-actina. El factor de cambio en la expresion
con respecto al control fue calculado para todas las muestras.

Cocultivos de células MSC mononucleares de sangre periférica alogénicas

En cultivos de células mixtas modificados, se fraccionaron células mononucleares de sangre periférica (BPMC) de
voluntarios saludables sobre Histopaque-1077 (Sigma) y se utilizaron como células de respuesta y se utilizaron MSC
alogénicas como células estimuladoras, como se describe [23, 24]. En resumen, se sembraron hGL-MSCs en
triplicado sobre placas de 96 pozos a 5x10° células/ml en 100 pl de medio completo y se dejaron adherir al plastico
durante 1 a 2 horas. Las PBMC fueron resuspendidas a 5x10* células/ml y fueron agregadas a pozos (100 pl de
volumen) que contenian o no GI-MSC, en la presencia del mitégeno fitohemaglutinina (PHA, Sigma) a la
concentracion final de 2.5 pg/ml. La relaciéon de GI-MSC a PBMC fue de 1:10. Se usaron MSC humanas de BM
como control. El cultivo fue mantenido durante 16-48 horas, después de este periodo se evalu6 la proliferacion de
linfocitos en el cultivo.

La proliferacion de células fue estudiada por sintesis de ADN, que fue detectado como la incorporaciéon de 5-bromo-
2'-desoxiuridina (BrdU) en el ADN celular utilizando un kit de ensayo inmunosorbente enlazado por enzima
(Chemicon International) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los datos se presentan como valores de
indice de estimulacion (SI) calculados como se describe [23]. Los experimentos se llevaron a cabo 3 veces al menos
para cada punto descrito.

Andlisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media = la desviacion estandar a partir de 3 0 mas experimentos. El
significado estadistico fue establecido por la prueba t de Student de 2 colas.

Estudios de localizacién in vivo

Los inventores también llevaron a cabo experimentos para definir la localizacién in vivo, en rifiones humanos, de la
poblacion de células madre de la invencion. Los resultados se muestran en la figura 4. La presencia de células
CD146 (positivas) y CD133 (negativas), coexpresando CD24 (positivas) en glomérulos, fue investigada por
inmunofluorescencia. Como se muestra en la figura 4, las células CD146 (positivas) que se coexpresan en CD24
(positivas) fueron detectables en glomérulos (media 2.22+0.2/glomérulo n=60) y estas células fueron CD133
negativas. Ademas, la CD146 fueron expresadas dentro del penacho glomerular por células endoteliales; las células
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CD133 (positivas) fueron observadas principalmente en la capsula de Bowman.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula madre mesenquimal glomerular multipotente aislada de glomérulos de rifion humano adulto (hGL-
MSC), en donde dicha célula esta caracterizada por los marcadores CD133 (negativas), CD146 (positivas), CD34
(negativas), CD105 (positivas), CD24 (positivas) y Pax-2 (positivas) y caracterizada adicionalmente por la capacidad
de diferenciarse en al menos los siguientes tipos de células: podocitos, células endoteliales y células mesangiales.

2. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente derivable de glomérulos de rifion humano adulto (hGL-
MSC) de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que es capaz adicionalmente de experimentar diferenciacién osteogénica,
adipogénica y condrogénica.

3. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente derivable de glomérulos de rifibn humano adulto (hGL-
MSC) de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, la cual es negativa para los marcadores a-SMA y Oct-4.

4. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente derivable de glomérulos de rifién humano adulto (hGL-
MSC) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, la cual es negativa para el marcador CD45.

5. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente derivable de glomérulos de rifion humano adulto (hGL-
MSC) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la cual es negativa para el marcador CD31.

6. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente derivable de glomérulos de rifion humano adulto (hGL-
MSC) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, la cual es positiva para un marcador de superficie
caracteristico de células madre mesenquimales seleccionado del grupo consistente de CD29, CD44, CD73, CD90,
CD166 o cualquier combinacion de los mismos.

7. Un método para preparar las células madre mesenquimales glomerulares multipotentes aisladas derivables de
glomérulos de rifion humano adulto (hGL-MSCs) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende las siguientes etapas:

- cultivar glomérulos desencapsulados de rifién adulto humano en un medio de cultivo de expansion que comprende
un medio de cultivo de células animales que contiene suero regulado a un pH fisiolégico y en la ausencia de factores
de crecimiento especificos, obteniendo de esta manera una poblacion mixta de células que crecen a partir de los
glomérulos desencapsulados cultivados, conteniendo dicha poblacion mixta de células en forma de huso CD133
(negativas), células CD146 (positivas) y células CD133 (positivas), CD146 (positivas); y

- aislar las células en forma de huso CD133 (negativas), CD146 (positivas) de la poblacion mixta, representando
dichas células en forma de huso CD133 (negativas), CD146 (positivas) las células madre mesenquimales
glomerulares multipotentes humanas deseadas derivables de glomérulos de rifién humano adulto (hGL-MSCs).

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde las células en forma de huso CD133 (negativas), CD146
(positivas) son aisladas de al menos la 32 replicacion del cultivo de células.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en donde las células CD133 (negativas), CD146 (positivas) son
aisladas con base en su morfologia en forma de huso.

10. El método de acuerdo con la reivindicaciones 7 u 8, en donde las células CD133 (negativas), CD146 (positivas)
son aisladas por un método de seleccién celular.

11. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente aislada derivable de glomérulos de rifion humano adulto
(hGL-MSC) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como medicamento.

12. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente aislada derivable de glomérulos de rifion humano adulto
(hGL-MSC) de acuerdo con la reivindicacion 11, para uso en medicina regenerativa.

13. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente aislada derivable de glomérulos de rifién humano adulto
(hGL-MSC) de acuerdo con la reivindicacién 12, para uso en el tratamiento terapéutico de lesiones o enfermedades
de rifion.

14. La célula madre mesenquimal glomerular multipotente aislada derivable de glomérulos de rifién humano adulto
(hGL-MSC) de acuerdo con la reivindicacion 13, para uso en el tratamiento terapéutico de lesiones o enfermedades
de glomérulos renales.

15. Una composicion farmacéutica que comprende la célula madre mesenquimal glomerular humana aislada (hGL-
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MSC) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un portador, diluyente y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

16



Vo

to acumulati

imien

Area de crec

FERIGHNN §

SERONE 4

SRGRNG -

ES 2580172 T3

"«mm‘wﬁé'%lésg
oo £

Wfi’%&%%
e S ER

wﬁixﬁﬁg

LNk JEna bk M SEARL AN NNt SN JnbNh RNk JRRNE bk Jai

;oW 8 W W

Dias de cultivo

17



ES 2580172 T3

O

080L030S0P0E0Z 04 0
S091U0D
-]
"
!
<t
M—ZO <
70
P
ettt —le
f.
= 8o
0902090507 0E020L 0 ~
§03JU0D

08020905070£0Z 0L 0

§03U0D

10°

£ ®
) ©
=] (=]
e 2 m
e $a
i I (6]
L 4 -] o
. [~ -
R
il o E)
090209050v0€0Z0L 0~ 0R0L090SOYOE0ZOLO ™
S091U0D S03JU0Y
=]
"
=4
&
t=Ya)
O
=}
" had
o
& W 2
0802090S0P0£0Z 0L 0 0800905 0¢0E0Z 0L 0
S08JU0D) SO3JU0Y
Ie
[Te)
<t
Q
(@]
o
080£09050FCE0E 0L O 080£09050¥0€0Z 0L 0
S021U0D S081U0)
-]
§=)
5 -
= -3
-~ m -—
[} (]
C |an|- C
-] e
030,0905070€ 0201 0 080£08050F 0£ 02 0} 0
S08JU0) S08JU0Y

Nestina Nanog Musashi

Yimentina

FIG.2

18



ES 2580172 T3

A o o o
w wn uw
o =) o
< < =
§s 38 81
= =
88 58 &R
S ° °
o . - - o o -~
10° 10' 10> 10° 10* 10° 10' 10> 10° 10* 10° 10! 10* 10° 10°
HLA I CD154 CD40
o o
w n
o o
< =3
2o o
£3 £®
&g 5
e =
(= w o d - -
10° 10" 10* 10° 10* 10° 10' 10° 10* 10*
CD80
B s 120+
& _ 1004
E®
T+ 80
@
3E 60
8 g
5 — 407
£
20 :
Linfocitos + + +
PHA - - + o+ o+
Cocultivo de BM-MSC + - - + - -+
Cocultivo de GI-MSC - + - - + -
C "
S = 401
£8 a0
= =
E% 20]
=8 10
0+ i
0\‘5 2 2 :%
&° E B
b = g -
N o g
FIG.3 > 8
CD146%CD133"

19



ES 2580172 T3

CcD146 CcD24 Fusion

CD146 _CD133 Fusion

CD146 Ccb24 CcD133

FIG.4

20



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

