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DESCRIPCION

Método optimizado y definido para el aislamiento y la preservacion de células precursoras de cordéon umbilical
humano.

Campo técnico de la invencion

Es objeto de la presente invencion un método optimizado y definido para el aislamiento y la preservacion de células
precursoras procedentes de la matriz del cordon umbilical humano.

Por "célula precursora”, en la presente invencion, se entiende un tipo de célula capaz de adherirse y
expandirse/multiplicarse en una superficie y medio de crecimiento definido, donde la mayoria de células del cultivo
expresan los marcadores superficiales celulares CD44, CD73, CD90 y CD105, y la mayoria de células presentan
solo una expresion residual de los marcadores superficiales celulares CD14, CD31, CD34 y CD45, donde la mayoria
de células son capaces de experimentar hasta 18 fases de expansion/multiplicacién, manteniendo un factor de
duplicacion constante de aproximadamente 1,7/24 h con una morfologia de tipo fibroblasto constante, y la capacidad
de diferenciacion parcial o terminal en células especializadas, tales como osteoblastos, condriocitos, adipocitos,
cardiomiocitos, y células gliales/neurales.

El objeto de la presente invencion afiade al estado de la técnica un método que es sélido, permitiendo un 100 % de
eficacia con respecto a las muestras de tejido procesadas, y mas eficaz, con respecto al nimero de citoblastos
aislados por masa de cordon umbilical y tiempo dispensado.

Las innovaciones técnicas que son la base de la presente invencién consisten fundamentalmente en dividir el
proceso de aislamiento de células en tres fases independientes de recuperacion de células y optimizar algunos
parametros técnicos junto con el protocolo. Hasta el momento, dichos parametros no se han mencionado ni definido
en el estado de la técnica.

Este método de recuperacion en tres fases se basa en la recuperacion secuencial de las células disociadas
procedentes de tres diferentes origenes independiente durante el proceso de aislamiento: Fase 1 - recuperacion de
un primer conjunto de células que son capaces de adherirse al matraz de cultivo celular donde se lleva a cabo la
reaccion de digestién del tejido. La adhesiéon se produce inmediatamente después de finalizar el periodo de
incubacién de la digestién, manteniéndose el matraz en reposo aun en posicion horizontal, durante un periodo de 30
minutos, a temperatura ambiente, y alin en presencia de la solucion de digestién. Las células adherentes se incuban
a continuacién en condiciones de cultivo y experimentan expansion y multiplicacion hasta que alcanzan confluencia
proxima a 100 %; Fase 2 - recuperacion de un segundo conjunto de células procedentes del sobrenadante, como
resultado de la centrifugacion de la solucion de digestion, después de la Fase 1. A continuacion se incubaron estas
células en las condiciones de cultivo, y las que fueron capaces de adherirse a la superficie de un matraz de cultivo
de células experimentan expansion y multiplicacion hasta que la confluencia alcanza casi el 100 %; Fase 3 -
recuperacion de un tercer conjunto de células a partir del aglomerado resultante de la centrifugacion en Fase 2.
Estas células se pueden criopreservar directamente sin adhesion, expansién, y multiplicacion.

En lo que se refiere a los parametros técnicos optimizados durante el protocolo, estos son: 1- tipo de manipulacion
mecanica y dimension inicial de la fraccion del cordén umbilical, 2- presencia o ausencia de coagulos de sangre en
los vasos umbilicales, 3- tipo de enzima(s), accién individual o combinada y concentracion de la enzima(s) en la
solucién de digestion, 4- composicién de la solucion de digestion, 5- evolucién del pH durante la reaccion de
digestion, 6- periodo/tiempo de incubacion, 7- tipo de agitacion (moderada o intensa), 8- tipo de atmosfera de
incubacién (seca o himeda), y 9-densidad celular durante la criopreservacion.

La combinaciéon de un método en tres fases para la recuperacion de células disociadas con optimizacion de los
aspectos técnicos anteriormente mencionados ha generado un método mas acorde con el uso en terapia celular,
basado en la administracién celular. Esto se debe a la robustez del método (eficacia del 100 %) y a los altos
rendimientos celulares obtenidos en un periodo de tiempo relativamente corto. Ademas, se optimizd también la
metodologia de criopreservacion a fin de maximizar la viabilidad celular durante un uso futuro.

Con el método desarrollado recientemente, es posible obtener, desde un 100 % de las muestras de cordén umbilical
procesadas, hecho que no tiene precedentes en el estado de la técnica, en nueve dias, tras la congelacion directa
de una fraccion de células, y después de dos fases individuales independientes de adhesion y
expansién/multiplicacion ex vivo (fin de P0) de la mayoria de las células, rendimientos de aproximadamente
8,6(10,1))(105 células/gramo de cord6n umbilical procesado.

Aungue sin estar especificamente desarrollado para la terapia celular, el nuevo método es también adecuado para la
creacién de bancos de células, para usarse en protocolos de terapia génica, para ser la base de composiciones
farmacoldgicas y cosméticas, para generar células para la produccién de moléculas o compuestos moleculares, para
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producir capas de células para soportes de cultivos celulares, y para producir lineas de génicas mediante
genomanipulacion.

Antecedentes de la invencion

Una célula precursora (citoblasto, germinal, indiferenciada, o primitiva) es un tipo de célula con capacidad de
autorenovacion durante un periodo de tiempo significativo y, por encima de todo, con la capacidad de diferenciacién
tanto parcial como terminal en otros tipos de células mas especializadas.

A pesar del enorme potencial de diferenciacion de las células precursoras embridnicas, su utilizacion para la
investigacion o/y la terapia es controvertida y ha planteado serias cuestiones éticas y de seguridad. De esta manera,
la investigacién en este campo se ha centrado en la identificacion y evaluacion de citoblastos no embridnicos
alternativos, tales como los obtenidos de médula 6sea, periostio, hueso trabecular, tejido adiposo, regiéon sinovial,
musculo esquelético, pulpa de dientes temporales y definitivos, y mucosa olfativa (Barry y Murphy, 2004; Roisen et
al., 2001). Se ha demostrado ya que las células aisladas procedentes de estos tejidos tienen la capacidad de
diferenciacion inter alia en condriocitos, adipocitos, osteoblastos, mioblastos, cardiomiocitos, astrocitos y tenocitos,
in vitro e in vivo (Carvalhal et al., 2007; Majumdar et al., 1998 e Pittenger et al., 1999). Dichas células precursoras,
aisladas de fuentes no embriénicas, y capaces de diferenciarse en células especializadas no hematopoyéticas,
derivadas de tres capas germinales (endodermo, mesodermo, y ectodermo), se denominan citoblastos
mesenquimales.

Las mayores limitaciones a la utilizaciéon de células precursoras mesenquimales surgen durante la practica clinica,
concretamente durante la recogida de las células. La recogida de células mesenquimales implica de forma invariable
metodologias invasivas para el donante, tales como procedimientos quirdrgicos que (al igual que la recogida de
citoblastos procedentes de médula ésea, por ejemplo) pueden incluso implicar anestesia general. Ademas, debido a
gue los citoblastos mesenquimales son raros, el nimero final de células obtenidas es generalmente bajo.

Como alternativa, se han descrito tejidos del cordon umbilical como posibles fuentes de células precursoras de
adultos (Romanov et al., 2003). La sangre del cordon umbilical, por ejemplo, se conoce como una fuente rica de
células precursoras, pero principalmente de naturaleza hematopoyética (linaje de sangre). Debido a que los
citoblastos mesenquimales estan presentes en la sangre del cordén umbilical en nimero limitado, los intentos para
aislar estas células de este tejido han resultado algo frustrantes, e incluso los intentos mas satisfactorios, usando
cantidades muy grandes de sangre, no han sobrepasado la tasa de éxito del 60 %, con respecto al nimero total de
muestras de tejido procesadas. Y en este extremo, persisten todavia dudas acerca del origen de las células
aisladas; esto es, seria el origen de las células realmente la sangre, u otro tejido fetal (Chul-Wan et al., 2003;
Bieback et al., 2004).

Otros informes describen el aislamiento de los citoblastos mesenquimales de otros tejidos constituyentes del cordén
umbilical, considerablemente mas ricos en naturaleza mesenquimal que la sangre umbilical. Algunos ejemplos de
estos procedimientos se basan en la matriz del cordén umbilical, conocida también por gelatina de Wharton (Purchio
et al., 1998; Mitchell et al., 2003; Davies et al., 2004; Weiss et al., 2006; Lu-Lu et al., 2006; Wang et al., 2006); la
vena del cordén umbilical (Romanov et al., 2003; Auger et al., 2005), los tejidos arteriales (Kadner et al., 2004); u
otros tejidos de revestimiento, tales como la membrana amniética (Phan et al., 2004).

Un analisis detallado revela que los protocolos descritos son, de una manera u otra, restrictivos en términos de la
naturaleza de las células obtenidas, o mas bien vagos en términos de tasa de éxito y eficacia en el niumero de
células aisladas. De hecho, la naturaleza restrictiva de estos protocolos dio como resultado invariablemente la
pérdida de diversidad fenotipica de las poblaciones celulares aisladas, debido principalmente a la atencion
innecesaria en tejidos especificos o localizaciones geograficas en la estructura del cordén umbilical. Ademas, la
incertidumbre se mantiene invariable acerca del nimero real de citoblastos que podrian obtenerse al final.

De esta manera, por ejemplo, el protocolo de la Cell Research Corporation que se basa Unicamente en la membrana
amnioética como fuente de citoblastos mesenquimales, origina células ya predispuestas al linaje endotelial (Phan et
al., 2004). Adicionalmente, ninguno de los métodos descritos hasta el momento ha demostrado eficacia en términos
de cantidades de muestras de tejido correctamente procesadas para que sean suficientemente fiables con el fin de
aplicarse en protocolos de terapia celular. En otras palabras, aunque la tasa de éxito para el aislamiento de células
mesenquimales procedentes de matriz umbilical es mayor que de sangre de cordén umbilical, o incluso médula
Osea, no existe hasta ahora un método que garantice una tasa de éxito del 100 % para el aislamiento, en términos
de cantidades de muestras de tejidos procesadas, de tal manera que el resultado final sea lo suficientemente sélido
para aplicaciones de terapia celular (Deryl y Weiss, 2008).

Ademas, la introducciéon de etapas innecesarias de manipulacién estructural, tales como la extraccion de vasos
umbilicales (Purchio et al., 1998; Mitchell et al., 2003; Davies et al., 2004; Wang et al., 2006), o la maceracion
mecanica (Seyda et al., 2006), hace que los protocolos existentes sean dificiles de normalizar y reproduce, sin
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garantizar nunca que existan suficientes nimeros de células para la aplicacién de la terapia celular.

Ademas, una manipulacién excesiva del tejido induce una diferenciacién celular que es indeseable si se desea
mantener el fenotipo celular precursor (Gardner et al., 2000; Claes et al., 2002; Cullinane et al., 2003).

También muestran limitaciones los protocolos basados en los propios vasos umbilicales. Estos protocolos implican
extracciones complejas de las arterias o la vena umbilical y limitan el potencial de diferenciacién de los citoblastos
mesenquimales a los linajes subendotelial y endotelial (Romanov et al., 2003; Auger et al., 2005; Kadner et al., 2004;
Sarugaser et al., 2005).

Finalmente, no menos complejos son los protocolos que se basan en la gelatina de Wharton (WJ) como fuente de
citoblastos mesenquimales. Estos informes no son consistentes, contribuyendo también a la carencia de definicion y
criterios de las metodologias aplicadas. De esta manera, aunque Purchio et al., 1998; Mitchell et al., 2003; y Wang et
al., 2006, llevan a cabo una extraccion de vasos inicial, compleja y dificilmente reproducible, procesando el tejido
restante para el aislamiento celular, Davies et al., 2004, retiran también los vasos umbilicales, pero, en vez de usar
el tejido restante, procesan el tejido todavia acoplado alrededor de los vasos para el aislamiento celular, descartando
el primero. Sin embargo, todos los autores son unanimes en afirmar que sus protocolos estan basados en WJ
exclusivamente (Purchio et al., 1998; Mitchell et al., 2003; Davies et al., 2004; Wang et al., 2006). La discrepancia
entre estas soluciones es injustificada y el exceso de manipulacion del tejido de los tejidos existentes en cualquiera
de estos dos protocolos menoscaba los efectos deseables sobre el mantenimiento del fenotipo precursor, y por
consiguiente pone en peligro la utilizacién de las células precursoras aisladas en servicios de aislamiento y
criopreservacion para la poblacién en general.

El estado de la técnica no encuentra claramente un método basado en un protocolo simple, robusto, y definido, de
tal manera que pueda reproducirse con garantias de eficacia y eficiencia. Una vez que los citoblastos
mesenquimales resultan aplicables en terapia celular, es necesario asegurar al paciente que el método utilizado para
el aislamiento celular proporcionara la calidad y cantidad necesarias del agente terapéutico. Dada la ausencia de
garantias presentadas por los protocolos descritos hasta el momento en el estado de la técnica, se prevé que la
presente invencidn suprimira la necesidad de un método con las anteriores caracteristicas.

Descripcion general de la invencién

La presente invencion pretende afadir al estado de la técnica un método de seleccion para el aislamiento de células
precursoras procedentes de cordén umbilical humano, con un caracter mesenquimal especificado, basandose en
una estrategia de seleccion mediante la digestion especifica de colageno, el material de soporte de la matriz del
corddn umbilical (gelatina de Wharton).

La liberacion celular se produce sin manipulacion mecanica del tejido inicial, asegurando de esta manera que el
fenotipo celular original permanece intacto y se mantiene la viabilidad celular. Por "manipulacién mecanica", en la
presente invencion, se entiende maceracion y/o trituracion de cualquier tejido en las regiones subamnibtica,
intervascular, y perivascular del cordon umbilical; y/o la extraccion de los vasos del cordén umbilical; y/o cualquier
otro efecto mecanico que pueda interferir con la estabilidad, y consiguientemente con el fenotipo y la viabilidad de
las células presentes en la matriz del cordén umbilical (gelatina de Wharton).

Ademas de la ausencia de manipulacion mecanica, la introduccién de tres fases independientes para la
recuperacion de células disociadas y la optimizacion de varios parametros técnicos a lo largo del proceso hace el
método simple, robusto, 100 % fiable en términos de eficacia, y muy eficiente en término de nimero de células
obtenidas con relacion al tiempo. Como resultado, el método se puede aplicar en servicios de terapia celular, asi
como en la criopreservacion de citoblastos mesenquimales resultante del aislamiento para un futuro uso autélogo.

El resultado de introducir un proceso en tres fases secuencias para el aislamiento y la optimizacién celular de
caracteristicas técnicas individuales hasta el momento, o bien no se menciona o describe de una manera indefinida
en el estado de la técnica, se evalu6 de acuerdo con los rendimientos celulares totales obtenidos después de que se
introdujo cada variable. Los rendimientos celulares totales corresponden a una pequefia porciéon de células que se
congela directamente en la fase vapor del nitrégeno liquido, sin experimentar una fase de adhesion y
expansion/multiplicacion mas dos grupos de células previamente aisladas bien a partir de una primera fase de
seleccion de la adhesion, justo después de la digestion del tejido, y una segunda fase de seleccion de la adhesion,
justo después de la centrifugacion del producto de la digestién. Estos conjuntos experimentan una fase de adhesion
y expansion/multiplicacion y se criopreservan una vez que los correspondientes cultivos alcanzan una confluencia
maxima, antes de cualquier pase (final de P0).

Por "pase (P)" en la presente invencion, se entiende el reinéculo, precedido por la tripsinizacion, de células
adherentes, después que las células adherentes han alcanzado una confluencia (densidad celular) en la superficie
de crecimiento de casi un 100 % debido a su expansiéon/multiplicacion en un medio de crecimiento definido; con el fin
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de aumentar simultaneamente la superficie de adhesion y expansién, asi como el volumen total del medio de
crecimiento, a fin de iniciar una nueva fase de expansién/multiplicacion.

Por "confluencia maxima", en la presente invencion, se entiende que la superficie de crecimiento del soporte del
cultivo esta uniformemente cubierta por una monocapa de células.

Las tres fases de recuperacion secuencial que comprende el método de tres fases son: Fase 1 - recuperacion de un
primer conjunto de células que son capaces de adherirse a la superficie del matraz de cultivo celular donde se lleva
a cabo la reaccion de digestion del tejido, aun en presencia de la solucién de digestion. Fase 2- recuperaciéon de un
segundo conjunto de células procedente de la centrifugacién de la solucion de digestion que son capaces de
adherirse a la superficie de otro matraz de cultivo celular en una solucién que consiste en el sobrenadante y el medio
de cultivo. Fase 3 - recuperacion de un tercer conjunto de células a partir del aglomerado resultante de la
centrifugacion en Fase 2. Estas células se criopreservan directamente sin adhesién y expansion/multiplicacion.

A la vez, los parametros técnicos optimizados fueron:

1- Dimension de las fracciones de tejido iniciales que se van a usar en la reaccion de digestion, manteniendo una
proporcion constante de masa de tejido (g), area superficial de la parte inferior del matraz de digestion (cmz),
volumen de digestion (ml), y el volumen total del matraz (ml), de aproximadamente 1:2:2:37, considerando que la
fraccion de 1 cm de corddon umbilical humano pesa aproximadamente 1 g. Tras retirar la membrana amniética, se
ensayaron algunos tipos de métodos de fraccionamiento: bajo (fracciones de 5 cm); medio (fracciones de 2,5 cm);
alto (fracciones de 0,3 cm); y picado del tejido. Todos los fraccionamientos se llevaron a cabo con la ayuda de un
escalpelo y se procesaron las muestras utilizando exactamente las mismas condiciones. Se concluyé que los
mejores rendimientos en términos de células totales al final de PO/masa de cordén umbilical/tiempo se obtenian
cuando se utilizaban fracciones de 2,5 cm.

2- Presencia o ausencia de coagulos de sangre en vasos de tejidos (1 vena y 2 arterias): se sabe que la lisis de los
glébulos sanguineos es toxica, reduciendo la viabilidad celular in vitro. Por tanto, se compararon los rendimientos
celulares cuando se llevd a cabo la digestion en presencia o ausencia de coagulos de sangre. Para lo ultimo, se us6
un escalpelo para producir incisiones longitudinales en los vasos sanguineos a fin de producir una apertura a partir
de la cual podrian retirarse los coagulos, Se concluyé que los coagulos sanguineos tienen un efecto negativo en los
rendimientos de células totales.

3- Naturaleza de la(s) enzima(s), concentracién, y accién individual o combinada de las enzimas utilizadas en la
etapa de digestion del tejido: adhesion directa de células al matraz de cultivo, en presencia de medio de cultivo, sin
digestion, y por tanto en la ausencia de enzimas; y disociacion del tejido con una Unica enzima: se ensayaron
0,075 % (p/v) de colagenasa Il 0 2,0 % (p/v) de pronasa. Como la utilizacion de la colagenasa Il sola fue la solucién
mas eficaz, esta enzima se combind a continuacidon con otras enzimas, especificamente con Tripsina al 0,125 %
(p/v) (en presencia o ausencia de EDTA 0,260 mM) con hialuronidasa al 0,5 % (p/v) sola, y con hialuronidasa al
0,5 % (p/v) combinada con pronasa 2,0 % (p/v). Se obtuvieron los mejores rendimientos, en términos de células
totales al final de PO/masa de corddén umbilical/tiempo, mediante la accién combinada de colagenasa Il al 0,075 %
(p/v) con tripsina al 0,125 % (p/v). Ademas, cuando la concentracion de colagenasa Il se cambi6 (0,0375 %, 0,075 %
y 0,15 % p/v), que mantiene una concentracion de tripsina de 0,125 % (p/v), en presencia de 0,260 mM de EDTA, se
confirm6 que la concentracién de colagenasa Il de 0,075 (p/v) proporciona los mejores resultados, manteniendo
constantes las condiciones previamente optimizadas.

4- Composicion de la solucion de digestién: se ensayaron composiciones de soluciones de digestién enzimatica,
concretamente Alpha-Mem suplementado con 20 % de FBS y 1% Penicilina/estreptomicina; solucién salina
tamponada, por ejemplo, HBSS, suplementada con EDTA, mas especificamente con 186 mg/ml de CaCl,, 2H-0,
400 mg/ml de KCI, 60 mg/ml de K;HPO4, 200 mg/ml de MgSO, - 7H,0, 8000 mg/ml de NaCl, 350 mg/ml de NaHCOs,
90 mg/ml de NaH,PO4-7H,0, 1000 mg/ml de glucosa, y 76 mg/ml (0,260 mM) de EDTA; la solucion HBSS previa
suplementada con 5 mM de CaCl,; tamp6n HEPES 25 mM suplementado con CaCl, 5 mM. La solucién salina
tampon (HBSS), suplementada con EDTA 0,260 mM produjo los mejores rendimientos.

5- Control de la evoluciéon del pH durante la reaccién de digestion: se control6 el pH a lo largo del proceso de
digestion y se advirtio una acidificacion del medio. En promedio, cuando se usa la accion combinada de la
colagenasa Il al 0,075 % (p/v), con tripsina al 0,125 % (p/v), en una solucion salina de Hank (HBSS), suplementada
con EDTA 0,260 mM, el pH inicial era de 7,2, disminuyendo a 6,4 después de una incubacion de 4 hy a 5,9 después
de 16 h. La acidificaciéon del medio puede explicar la ausencia de eficacia en el aislamiento de células después de
largos periodos de incubacién (16 h). A pesar del hecho de que existen mas digestiones completas tras periodos de
incubacién largos, la acidificacion del medio se vuelve perjudicial para la viabilidad celular. El pH de la solucién es
por tanto un parametro a tener en consideracién cuando se planifican periodos de incubacion, y no deben estar
nunca por debajo de 6,4 cuando se vuelve perjudicial para la eficacia del método, como se ha determinado por el
recuento de células aisladas viables. Aunque se observaron las digestiones mas completas a 16 h, se encontré que
los periodos mas extendidos tenian un impacto negativo sobre la viabilidad celular y condujo a una acidificacion del
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medio significativa

6- El periodo/tiempo de incubacion para la reaccion de digestion: se ensayaron algunos periodos de incubacion (2 h,
4 h, 6 h, y 16 h). Se concluy6 que una incubacién de 4 h produjo los mejores rendimientos.

7- Tipo de agitacion (moderada o vigorosa) durante el periodo de incubacion de la reaccion de digestion: la
incubacién se llevé a cabo en un bafio de agua con agitacion orbital con tasas de oscilacién tanto moderadas como
vigorosas, consistentes en 100 oscilaciones por minuto (opm) y 140 oscilaciones por minuto (opm), respectivamente.
La agitacion moderada de 100 opm condujo a mejores resultados en términos de rendimientos celulares.

8- la atmdsfera de incubacion de la digestion enzimatica (seca o humeda); se llevé a cabo la incubacion a 37 °C en
dos entornos diferentes: himeda y seca. Para las muestras del tejido de ensayo se procesaron en paralelo tanto en
un agitador orbital imMersed, donde el intercambio de calor se produjo a través de agua y aire saturado, o0 en una
camara seca, donde el intercambio de calor se produjo a través de aire seco. La incubacién en la camara seca dio
como resultado mejores rendimientos celulares.

9- El efecto de la densidad celular en la eficacia de criopreservacion de las células tras experimentar una fase de
adhesién y expansion/multiplicacion: 1 ml de suspensiones celulares se congel6 al final de PO en la fase vapor del
nitrégeno liquido, a diferentes densidades (células/ml), en una solucion compuesta de 10 % de dimetil sulféxido
(DMSO) y 90 %de suero de feto bovino (FBS). Se determinaron la viabilidad celular tras la descongelacion (células
viables/células totales) y la recuperacion celular (células viables contadas tras la descongelacion/células viables
contadas antes de la criopreservacion) para cada dolencia. Los resultados obtenidos mostraron que una densidad
celular de 3x10° células/ml era mas probable que asegurara un mantenimiento adecuado y la recuperacion de
células viables tras la criopreservacion en las condiciones ensayadas.

En general, y dadas las optimizaciones descritas anteriormente, la invencion se basa en un método de seleccion
para aislar células precursoras a partir del cordén umbilical humano, donde se extrae completamente la sangre de
cada cordon umbilical y se transporta al laboratorio en tampén salino, que contiene glucosa y antibiéticos, siempre
en un entorno estéril, preferentemente a temperatura ambiente si se procesa en 48 h. durante periodos de
almacenamiento mas largos, es aconsejable una temperatura entre 2 °C y 8 °C.

Se llevaron a cabo las siguientes etapas, que implicaban el procesamiento del cordén umbilical y el aislamiento de
células precursoras, en una camara de campana de flujo laminar de flujo vertical, en condiciones estériles.

En primer lugar, la membrana amnidtica, que es la estructura de revestimiento que ha estado en contacto con el aire
durante la recogida del tejido, y de esta manera, susceptible a la contaminacién microbiana, se despeg6 y el cordén
umbilical se lavé con una nueva solucion salina.

Genéricamente, a fin de aislar las células precursoras deseadas, el método comienza con fracciones de dimensién
definida, derivadas de un fraccionamiento de tejido optimizado que no implica la manipulacion mecéanica de los
tejidos, incluyendo cualquier extraccion de estructuras internas del 6rgano, excepto para los coagulos de sangre con
vasos umbilicales cuando sea aplicable.

La liberacion de células desde el tejido umbilical esta promovida por una digestidon enzimatica dirigida hacia la matriz
del cordén umbilical, respecto a una relacién proporcional establecida entre la masa del tejido (g) la superficie del
matraz de digestion donde se confina el tejido (cmz), el volumen de la solucion de digestion (ml), y el volumen total
del matraz de digestion (ml), de aproximadamente 1:2:2:37; considerando que, en promedio, una fraccién de 1 cm
de cordén umbilical pesa 1 g.

A fin de proceder con la digestion enzimatica, se usa una combinacién especifica de enzimas, a concentraciones
especificadas, en una solucién con una composicion definida, durante un periodo de incubacién a un pH minimo
especifico, y un tipo de agitacién y una atmosfera de incubacion igualmente especificadas.

La recuperaciéon de las células disociadas procede en tres fases, donde en una primera fase, se recupera un
conjunto de células que son capaces de adherirse a la superficie del matraz de cultivo celular donde se lleva a cabo
la reaccion de digestion del tejido. La adhesion se produce inmediatamente después del periodo de incubacion de la
digestion, manteniéndose el matraz en reposo aln en posicion horizontal, durante un periodo entre 10 minutos y 120
minutos, preferentemente 30 minutos, a temperatura ambiente. En una segunda fase, se recupera un nuevo
conjunto de células del sobrenadante como resultado de la centrifugacion de la solucion de digestion, después de la
Fase 1. En la fase 1y la fase 2 se incubaron estas células en las condiciones de cultivo, y las que fueron capaces de
adherirse a la superficie de un matraz de cultivo de células experimentaron una fase de expansion y multiplicacién
hasta que la confluencia alcanza casi el 100 %. Finalmente, en la Fase 3, se recupera un conjunto de células
procedentes del aglomerado resultante de la centrifugacion en Fase 2 y se criopreserva directamente sin
experimentar ningin ciclo de adhesién y expansién/multiplicacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2582369 T3

La recuperacion secuencial de células y todos los otros factores optimizados descritos previamente se optimizaron
de tal manera que el método presenta una eficacia del 100 % y una eficacia maxima en términos de nuimero de
células seleccionadas y aisladas. A la vez, la poblacion celular obtenida puede identificarse por las células que son
capaces de adherirse y expandirse/multiplicarse en una superficie y medio de crecimiento definidos, donde la
mayoria de células en cultivo expresa los marcadores superficiales celulares CD44, CD73, CD90 y CD105 y la
mayoria de células presenta solo la expresion residual de los marcadores superficiales celulares CD14, CD31, CD34
y CD45, donde la mayoria de células son capaces de experimentar hasta 18 fases de expansion/multiplicacion
manteniendo un factor de duplicacion constante de aproximadamente 1,7/24h, una morfologia de tipo fibroblasto
constante, y la capacidad de diferenciacién parcial o terminal en células especializadas, tales como osteoblastos,
condriocitos, adipocitos, cardiomiocitos, y células gliales.

Adicionalmente, la presente invencion contempla la optimizacién de la densidad celular (células/vol) para la
criopreservacion de células que experimentan un ciclo de adhesiéon y expansién/multiplicacion, con el objetivo de
maximizar la eficacia en términos de viabilidad celular para usos futuros.

Con el nuevo método es posible obtener, con cada muestra de corddn umbilical, un hecho que no tiene precedentes
en el estado de la técnica, en nueve dias, tras la congelacion directa de una fraccion de células, y después de dos
fases independientes de adhesién y expansion/multiplicacion ex vivo (fin de P0), rendimientos de aproximadamente
8,6(10,1))(105 células/gramo de corddn umbilical.

Aunque el nuevo método se ha desarrollado para aplicarse principalmente en protocolos de terapia celular, es
también adecuado para otros fines, tales como bancos de células, protocolos de terapia génica, composiciones
farmacolégicas y cosméticas, produccién de moléculas o compuestos moleculares, produccion de capas de células
para soporte de cultivos celulares y para la produccion de lineas de células mediante genomanipulacion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: La citometria de flujo da como resultado células derivadas de matriz de cordén umbilical. Las células se
inmunomarcaron utilizando anticuerpos unidos a PE o FITC contra CD44 (97 % de células positivas), CD73 (99 % de
células positivas), CD90 (97 % de células positivas) y CD105 (95 % de células positivas), todos los marcadores
positivos para las células del estroma mesenquimal.

Figura 2: La citometria de flujo da como resultado células derivadas de matriz de cordén umbilical. Las células se
inmunomarcaron utilizando anticuerpos unidos a PE o FITC contra antigenos conocidos por ser marcadores
negativos del linaje mesenquimal: CD14, linaje monaocitico (< de 1 % de células positivas), CD34, especificas del
linaje hematopoyético (1,2 % de células positivas), CD31, marcador endotelial (1 % de células positivas), y CD45
(1,1 % de células positivas), marcador panleucocitos.

Figura 3: Efecto de la densidad celular sobre la eficacia de la criopreservacion celular tras la adhesion y la
expansién/multiplicacion celular: A - viabilidad tras la descongelacién (células viables / células totales x 100 %) para
diferentes densidades celulares. B - Recuperacion celular (células viables recuperadas tras la descongelacion /
numero inicial de células viables congeladas). Se obtuvieron los mejores resultados con una densidad celular de
3x10° células/ml para las condiciones ensayadas (criotubos estériles de 1,5 ml que contenian 1 ml de suspensién
celular y 0,5 ml de espacio de cabeza).

Figura 4: Expansion in vitro de células descongeladas. El factor de duplicacién observado era 1,7/24h, similar al
observado para estas células antes de la criopreservacion. Se observo una confluencia de 80-90 % 36 h después de
la descongelacion (con intercambio de medio después de 24h): A - Células precursoras 12 h después de la
descongelacién, antes del intercambio de medio. B - Células precursoras 36 h después de la descongelaciéon
(intercambio de medio llevado a cabo después de 24 h). Barra: 100 um.

Figura 5: Diferenciacion de células precursoras aisladas en osteoblastos, adipocitos y condriocitos. A - Morfologia
celular de células control (células no diferenciadas) en medio de crecimiento normal. B - Diferenciacion osteogénica:
se inocularon las células en medio de diferenciacion osteogénico y se mantuvieron durante 3 semanas antes de la
tincion con fosfatasa alcalina. C - Diferenciacion adipogénica: se afiadi6 medio de diferenciacion adipogénico a
cultivos de células completamente confluentes y se mantuvieron las células durante 3 semanas antes de la tincién
con Oil-O-red. D - Diferenciacion condriogénica: se volvieron a suspender las células y se mantuvieron en un tubo de
centrifuga en medio de diferenciacién condriogénica durante 4 semanas. Se tifieron a continuacién las células con
Alcian blue y hematoxilina. Barra: 100 ym.
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Figura 6: Diferenciacion de células precursoras aisladas en cardiomiocitos. A - Morfologia celular de células control
(células no diferenciadas) en medio de crecimiento normal Alpha-Mem, suplementado con 10 % de FBS y 1 % de
penicilina /estreptomicina. B - Morfologia celular tras la diferenciacion cardiomiogénica. C - Células control (células
no diferenciadas) marcadas con DAPI y con un anticuerpo contra Troponina T, un marcador cardiomiocitico
especifico. Solo se observaron los nicleos marcados con DAPI. D - Se pueden observar células diferenciadas
marcadas con DAPI y con un anticuerpo contra Troponina T. ndcleos marcados con DAPI y citoesqueleto marcado
con Troponina T.

Figura 7: Diferenciacion de células precursoras aisladas en células gliales/neurales. A - Morfologia celular de células
control (células no diferenciadas) en medio de crecimiento normal Alpha-Mem, suplementado con 10 % de FBS y
1 % de penicilina /estreptomicina. B - Morfologia celular tras la diferenciacion glial/neural. C - Células control (células
no diferenciadas) marcadas con DAPI y con un anticuerpo contra 8 - tubulina Ill, una proteina neuronal especifica.
Solo se observaron los nucleos marcados con DAPI. D - Células diferenciadas marcadas con DAPI y con un
anticuerpo contra la B-tubulina 1ll. Se pueden observar los ndcleos marcados con DAPI y el citoesqueleto marcado
con B-tubulina 111

Descripcion detallada de la invencion

Antes de la aplicacion del método el cordon umbilical humano debe separarse de la sangre y transportarse a
instalaciones de laboratorio, en un recipiente cerrado estéril, tanto en seco, como preferentemente incluido en una
solucion estéril que contiene 186 pyg/ml de CaClz,2H,0, 400 yg/ml de KCI, 60 pyg/ml de K2yPOa4, 200 ug/ml de
MgSO4-7H,0, 8000 ug/ml de NacCl, 350 pg/ml de NaHCOs3, 90 pg/ml de NaH,PO4-7H,0, 2000 ug/ml de glucosa, y
1 % de una mezcla equimolar de penicilina y estreptomicina, preferentemente a temperatura ambiente si se procesa
en un periodo de 72 h, o entre 2 y 8", preferentemente a 4 °C, si se procesa en un periodo entre 48 y 144 h
después de la recogida, sin o preferentemente con una solucion salina estéril, tal como HBSS. La solucion salina
puede suplementarse con nutrientes y antibioticos, por ejemplo, 1 g/l de glucosa, 100 u/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina.

El método debe llevarse a cabo en un entorno estéril, por ejemplo, en el interior de una campana de flujo laminar. El
corddn umbilical se lava 3 veces con solucién salina tamponada de Hank (HBSS) y la membrana amnidtica que
rodea el cordén umbilical se retira con la ayuda de pinzas estériles.

A continuacion, el cordén umbilical se fracciona transversalmente con la ayuda de un escalpelo en fracciones de
aproximadamente 2,5 cm. Teniendo en cuenta la densidad promedio del cordén umbilical humano (préxima a
1 g/cm), cada fraccion corresponde a aproximadamente 2,5 g de tejido.

Si estan presentes en estas fracciones, los coagulos de sangre deben retirarse con la ayuda de un escalpelo. En las
siguientes etapas, cada grupo de siete fracciones de 2,5g exentas de coagulos de sangre se tratan
independientemente.

Se obtuvieron las células de la disociacidon de cada grupo de 7 fraccion, llevadas a cabo en un matraz estéril y
precintado que contenia una solucion de digestion con pH tamponado, mediante la accién combinada de la
colagenasa Il, a una concentracion de 0,075 % (peso/volumen de digestion total), con tripsina, a una concentracion
de 0,125 % (peso/volumen de digestion total), manteniendo una relacion constante entre la masa de tejido, el area
superficial de la parte inferior del matraz, el volumen de digestiéon, y el volumen total del matraz, de
aproximadamente 1:2:2:37, y donde el matraz se incubd en condiciones definidas de tiempo de incubacién,
temperatura, entorno de calentamiento, y humedad ambiente y agitacion; mas especificamente, comenzando a partir
de un grupo de 7 fracciones de cordones umbilicales con aproximadamente 2,5 cm (2,5 g) cada uno, exento de
coagulos de sangre; utilizando un volumen de solucién de digestién de 35 ml; en un matraz de cultivo no venteado y
cerrado tal como un Ti75 con un volumen total de 650 ml, y un espacio de cabeza durante la digestién de 615 ml
menos el volumen sumergido de las 7 fracciones en digestion; y donde la solucién de digestion consiste en,
excluyendo las enzimas, 186 pyg/ml de CacCl;,2H,0, 400 pg/ml de KCI, 60 yg/ml de K24PO4, 200 pg/ml de
MgSO4- 7H,0, 8000 pg/ml de NaCl, 350 pg/ml de NaHCOs3, 90 pg/ml de NaH,PO4-7H,0, 1000 pg/ml de glucosa, y
76 p/ml (0,260 mM) de EDTA; manteniendo el pH a 6,4 o superior; y donde la reaccion enzimatica se incubé durante
4 h; a una temperatura constante de 37 °C; en una incubadora seca cerrada; con agitacion, a una velocidad
constante de 100 oscilaciones.min™ (opm).

Se llevo a cabo la recuperacion de las células obtenidas a partir de la disociacion del tejido en tres fases (método en
tres fases).

En una primera fase, se recuperaron las células del tejido disociado, mas especificamente procedentes de una
incubacién horizontal estatica del matraz cuando la digestion tiene lugar durante un periodo de tiempo de 5 a 300
minutos, preferentemente de 30 minutos, a temperatura ambiente. El sobrenadante de la digestion se transfirié por
medio de pipeteado, evitando la succion de cualquier tejido sin digerir, a un tubo de centrifuga de 50 ml. Se descart6
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cualquier tejido sin digerir. En este momento, 35ml de medio de cultivo basal, suplementado con
desoxirribonucledsidos, ribonucleésidos, glutamina, antibiéticos, y 10 % de suero de feto bovino (FBS) se afiadieron
al matraz de digestion. El tapon del matraz no venteado se sustituyo por un filtro que contenia el tapén venteado y el
matraz de digestion se incubé a 37 °C en una atmdésfera humidificada que contenia 7 % de CO-. Deben de llevarse a
cabo cambios en el medio de cultivo total cada 72 h para promover el crecimiento de las células que se adhieren
durante el periodo de incubacién horizontal (periodo de seleccion) hasta que se consigue una confluencia maxima
en la superficie.

En una segunda fase de recuperacion, se recuperaron las células a partir del sobrenadante de la digestién en un
tubo de centrifuga de 50 ml, a 350 g durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, 35 ml de
sobrenadante se transfirieron a un matraz de cultivo estatico (T17s) con un filtro que contenia un tap6n venteado; y se
afnadieron 35 ml de medio de cultivo basal suplementado con desoxirribonucleasas, ribonucleésidos, glutamina,
antibidticos y 10 % de suero de feto bovino (FBS). A continuacion, se incubé el matraz a 37 °C en una atmésfera
humidificada que contiene 7 % de CO-, y el medio de cultivo total culture cambié cada 72 h a fin de promover la
adhesion celular y la expansion/multiplicacion hasta que se consiguio la confluencia maxima en la superficie.

Las poblaciones celulares obtenidas de la primera y segunda fases se criopreservaron tras la primera adhesion y el
ciclo de expansion/multiplicaciéon (fin de PO0). Esto consiste en la criopreservaciéon directa en la fase vapor del
nitrégeno liquido de una mezcla de 0,5 ml de suspension celular, que contenia el niumero de células totales
deseado, y el mismo volumen de una solucién de suero de feto bovino (FBS) que contenia 10 % de dimetil sulféxido
(DMSO), para obtener una concentracion final de aproximadamente 3x10° células/ml, en un criovial estéril de 1,5 ml,
gue contenia por tanto 1,0 ml de suspension celular y 0,5 ml de espacio de cabeza.

La tercera fase y final de la recuperacion celular consiste en la criopreservacion directa del aglomerado celular
obtenido mediante la centrifugacion descrita anteriormente del sobrenadante de la digestién, resuspendido en 2 ml
de una solucién que consiste en suero de feto bovino (FBS), que contenia un 10 % de dimetil sulféxido (DMSO),
utilizando un congelador de velocidad controlada con una velocidad de disminucion de la temperatura de 1 °C.min™,
hasta por debajo de -80 °C, en un criovial estéril de 2,5 ml que contenia 2 ml de suspension celular y 0,5 ml de
espacio de cabeza.

Las células criopreservadas se pueden recuperar cuando es necesario a través de un rapido proceso de
descongelacion en un bafio de agua a 37 °C. A continuacion, las células se vuelven a suspender en un medio de
cultivo a la misma temperatura con un factor de dilucion de 1:10. Se pueden llevar a cabo posteriores ciclos de
expansion usando densidades de inéculo entre 5,0x103 y 2,0x104 células/cmz, con un intercambio total de medio
cada 72 h. Las células presentan normalmente un factor de duplicacién de 1,7/24h.

Ejemplo 1: Optimizacion del tipo/cantidad de manipul acién mecanica y dimension de la fraccion

El tipo de manipulacion mecanica y el tamafio de los fragmentos de tejido iniciales se optimizaron a una proporcion
constante de masa de tejido (g), area superficial de la parte inferior del matraz de digestion (cm2), volumen de
digestion (ml), y el volumen total del matraz (ml), de aproximadamente 1:2:2:37, considerando que la fraccion de 1
cm de cordon umbilical humano pesa aproximadamente 1 g. Tras retirar la membrana amnidtica, se ensayaron
algunos tipos de métodos de fraccionamiento: bajo (fracciones de 5 cm); medio (fracciones de 2,5 cm); alto
(fracciones de 0,3 cm); y picado del tejido. Se llevaron a cabo todos los fraccionamientos con la ayuda de un
escalpelo y se procesaron las muestras usando exactamente las mismas condiciones. Se concluyd que los mejores
rendimientos, en términos de células totales al final de PO/masa de cordén umbilical/tiempo, se obtuvieron cuando se
utilizan fracciones de 2,5 cm. La Tabla 1 resume los resultados de obtenidos cualitativamente.

Tabla 1: Optimizacion del fraccionamiento: rendimiento celular.

Bajo (5 cm) Medio (2,5 cm) Alto (0,3 cm) Picado
+ ++ + -
Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio

Ejemplo 2: Optimizacion relativa a la presencia o au  sencia de coagulos de sangre en vasos del cordén
umbilical (1 vena y 2 arterias).

Se sabe que la lisis de glébulos rojos es téxica, reduciendo la viabilidad celular in vitro. Por tanto, se compararon los
rendimientos celulares cuando se llevé a cabo la digestion en presencia o ausencia de coagulos de sangre. Para el
ultimo experimento, se retiraron los coagulos de sangre con la ayuda de un escalpelo. Se concluyé que los coagulos
de sangre tenian efecto negativo en el rendimiento, en términos de células totales y al fin de pO/masa de cordén
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umbilical/tiempo. La Tabla 2 resume los resultados de obtenidos cualitativamente.

Tabla 2: Coagulos de sangre; efectos en el rendimiento celular.

Presencia Ausencia
- +
Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio
Ejemplo 3: Optimizacion relativa a la naturaleza enz  imatica, accién de la enzima individual o combinada ,y

concentracion de la enzima en la solucion de digest  ion.

A fin de maximizar los rendimientos, en términos del nimero de células con las caracteristicas deseadas aisladas
del tejido inicial, se adoptaron dos soluciones iniciales relacionadas con la digestion de la enzima: adhesion celular
directa al matraz de cultivo, en presencia de medio de cultivo, sin digestién, y por tanto, en ausencia de enzimas; y
disociacion del tejido con una Unica enzima: 0,075 % (p/v) de colagenasa Il 0 2,0 % (p/v) de pronasa.

Como la utilizacion de la colagenasa Il sola fue la solucion mas eficaz, esta enzima se combiné a continuacién con
otras enzimas, especificamente con Tripsina al 0,125 % (p/v) (en presencia o ausencia de EDTA 0,260 mM) con
hialuronidasa al 0,5 % (p/v) sola, y con hialuronidasa al 0,5 % (p/v), combinadas con pronasa al 2,0 % (p/v).

Para estos ensayos, se uso el tamafio 6ptimo de la fraccién de 2.5 cm y la proporcion de masa de tejido (g), area
superficial de la parte inferior del matraz (cmz), el volumen de la digestion (ml) y el volumen total del matraz (ml), de
aproximadamente 1:2:2:37 se mantuvieron constantes.

Los resultados mostraron que los mejores rendimientos, en términos de células totales al fin de PO/masa del cordon
umbilical/tiempo, se obtuvieron mediante la accién combinada de colagenasa Il al 0,075 % (p/v) con tripsina al
0.125 % (p/v). Ademas, cuando se cambié la concentracion de colagenasa Il (0,0375 %, 0,075 % y 0,15 % p/v),
manteniendo una concentracién de tripsina de 0,125 % (p/v), en presencia de 0,260 mM de EDTA, se confirmé que
la concentracién de colagenasa Il de 0,075 % (w/v) proporcion6 el mejor resultado. La Tabla 3 resume
cualitativamente estos resultados.

Tabla 3: Naturaleza de la enzima, accién y concentracion combinadas: efectos sobre el rendimiento celular

Sin Pronasa Col ll Col ll Col ll
enzima (2,0 %) (0,0375 %) (0,075 %) (0,150 %)

Sin enzima 0 -- - + --

Tripsina (0,125 %) X X + ++ -

Tripsina (0,125 %) + EDTA X +++ X

(0,260 mM) Hialuronidasa X X X
(0,5 %)

Pronasa (2,0 %)+Hialuronidasa X X X X X
(0,5 %)

Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio
Ejemplo 4: optimizacién de la composicion quimica de la solucion enzimatica.

Se ensayaron algunas composiciones de la solucion de digestion enzimatica, concretamente Alpha-Mem
suplementado con 20 % de FBS y 1 % Penicilina/estreptomicina; solucién salina tamponada, por ejemplo, HBSS,
suplementada con EDTA, mas especificamente con 186 mg/ml de CaCl,, 2H,0, 400 mg/ml de KCI, 60 mg/ml de
K24POQO4, 200 mg/ml de MgSOs4 - 7H,0, 8000 mg/ml de NaCl, 350 mg/ml de NaHCO3, 90 mg/ml de NaH,PO4-7H,0,
1000 mg/ml de glucosa, y 76 mg/ml (0,260 mM) de EDTA,; la solucion HBSS previa suplementada con 5 mM de
CaCly; tamp6n HEPES 25 mM suplementado con CaCl,; 5 mM.

Para estos ensayos, se mantuvieron las condiciones previamente optimizadas, concretamente, la combinacion
enzimatica consistente en colagenasa Il al 0,075 % (p/v) y tripsina al 0,125 % (p/v).

10
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Se obtuvieron los mejores resultados para la solucion salina tamponada (HBSS) suplementada con 0,260 mM de
EDTA. La Tabla 4 resume los resultados de obtenidos cualitativamente.

Tabla 4: Composicion de la solucién enzimatica: efectos sobre el rendimiento celular.

Alpha-Mem + 20 % de HBSS + 0,26 mM HBSS + 5 mM 25 mM de HEPES +

FBS 1 % de pen/estrep de EDTA de CaCl2 5 mM + CaCl2
Col Il (0,075 %) + -- ++ - +
Tripsina (0,125 %)
Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio
Ejemplo 5: Optimizacién del tiempo de incubacién de la digestiéon enzimatica y evolucion del pH.

Se analizaron diferentes periodos de incubacién: 2 h, 4 h, 6 hy 16 h. De los resultados obtenidos el mejor periodo de
incubacién fue de 4 h. Aunque se observaron digestiones mas completas a las 16 h, se descubrié que periodos mas
prolongados tienen un impacto negativo sobre la viabilidad celular y conducen a una acidificacion significativa del
medio. La Tabla 5 resume los resultados de obtenidos cualitativamente.

Tabla 5: Tiempo de incubacion y pH de la solucién de digestion enzimatica: efectos sobre el rendimiento celular.

2h 4h 6 h 16 h
Col I (0,075 %) + Tripsina (0,125 %) en HBSS + EDTA0,26 mM + (pH6,9) ++(pH6,4) -(pH6,1) + (pH5,9)

Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio

Ejemplo 6: Optimizacion del modo de agitacién (moder ado vs. intenso) durante la digestion.

La incubacién de la solucion de digestién enzimatica se llevo a cabo en un bafio de agua con agitacion orbital con
velocidades de oscilacion moderada (100 opm) o intensa (140 opm). La agitacion moderada de 100 opm produjo
mejores resultados en términos de rendimiento celular. La Tabla 6 resume los resultados de obtenidos
cualitativamente.

Tabla 6: Velocidad de agitacion: efectos sobre el rendimiento celular.

100 opm 140 opm
++ +
Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio

Ejemplo 7: Optimizacion de la atmésfera de incubacié n durante la digestién enzimatica (seca vs. himeda)

La incubacion de la solucion de digestién enzimatica se llevé a cabo a 37 °C en dos entornos diferentes: hUmedo y
seco. Para las muestras del tejido de ensayo se procesaron en paralelo tanto en un agitador orbital imMersed, donde
el intercambio de calor se produjo a través de agua y aire saturado, o en una camara seca, donde el intercambio de
calor se produjo a través de aire seco. La incubacion en la camara seca dio como resultado mejores rendimientos
celulares. La Tabla 7 resume los resultados de obtenidos cualitativamente.

Tabla 7: Ambiente de incubacién: efectos sobre el rendimiento celular.

Bafio de agua Camara seca
++ +++
Clave: +++ = Excelente, ++ = muy bueno, + = bueno, - = razonable, -- = malo, 0 = insatisfactorio

Ejemplo 8: Optimizacion de la densidad celular duran  te la criopreservacion.
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Para evaluar el efecto de la densidad celular sobre la recuperacion celular después de la criopreservacion, las
células se congelaron al final de P1 en la fase vapor de nitrégeno liquido, a diferentes densidades comprendidas
entre 1x10° y 10x10° células/ml, en criotubos de 1,5 ml que contienen 0,5 ml de suspension celular y el mismo
volumen de una solucién compuesta de FBS (90 %) y DMSO (10 %).

Las células se criopreservaron durante un minimo de 30 dias y a continuacién se descongelaron introduciendo el
criotubo en un bafio de agua a 37 °C. Las células descongeladas se resuspendieron en 10 ml de medio de cultivo
previamente calentado a 37 °C. Se contaron las células totales y las células viables, que posteriormente se
inocularon en frascos de cultivo de tejido (NUNC) a un factor de dilucion de 1:10.

Después de 24 h, el medio se intercambi6é por medio fresco y las células se mantuvieron como se ha descrito
anteriormente.

Para determinar la densidad celular 6ptima para la criopreservacion, la viabilidad celular tras la descongelacion
(células viables/células totales) y la recuperacion celular (células viables tras la descongelacidn/células viables
contadas antes de la criopreservacion) se determinaron para cada condicién. Los resultados obtenidos muestran
que una densidad celular de 3x10° células/ml era la mas adecuada para garantizar un adecuado mantenimiento y
recuperacion de células viables después de la criopreservacion en las condiciones del ensayo (criotubos de 1,5 ml
que contenian 1 ml de suspension celular y 0,5 ml de espacio vacio).

La capacidad de expansion in vitro de las células descongeladas se controld. Las células mostraron tipicamente un
factor de duplicacion de 1,7 duplicaciones diarias, similar al valor observado antes de la criopreservacion (Fig. 4).

Ejemplo 9: Aislamiento de células precursoras a part ir de cordones umbilicales humanos usando el método
desarrollado.

Tras obtener la autorizacion de los Comités de ética de las instituciones donde se recogian los cordones umbilicales,
y tras obtener el consentimiento informado de las madres, se recogieron varios cordones umbilicales después de dar
a luz. Los cordones umbilicales se separaron de la placenta, se les extrajo toda la sangre, y se transportaron a las
instalaciones del laboratorio en un recipiente cerrado estéril que contenia una solucién salina estéril, HBSS,
suplementada con nutrientes y antibiéticos, por ejemplo, 1 g/l de glucosa, 100 U/ml de penicilina y 100 pyg/ml de
estreptomicina. El transporte hasta las instalaciones se realiz6 a temperatura ambiente. El método se realizd en un
ambiente estéril dentro de una campana de flujo laminar.

Cada corddn umbilical se lavé 3 veces con solucion salina tamponada de Hank (HBSS) y la membrana amniética
gue rodea el cordon umbilical se retiré con unas pinzas estériles.

Cada cordén umbilical se cort6 transversalmente con la ayuda de un escalpelo en fracciones de 2,5 cm. Teniendo en
cuanta la densidad lineal promedio del cordon umbilical humano (1 g/cm), cada fraccién corresponde a
aproximadamente 2,5 g de tejido. En dichas fracciones, los coagulos de sangre identificados se eliminaron con la
ayuda de un escalpelo. Cada grupo de siete fracciones de 2,5 g exentas de coagulos se traté por separado.

Se obtuvieron células a partir de la disociacion de cada grupo de 7 fracciones, realizada en un frasco estéril y
precintado que contenga una solucién de digestion de pH tamponado, mediante la accién combinada de colagenasa
II, a una concentracion del 0,075 % (peso/volumen total de digestién), con tripsina, a una concentracion del 0,125 %
(peso/volumen total de digestion), manteniendo una relacion constante entre la masa de tejido, el area superficial del
fondo del frasco, el volumen de digestion y el volumen total del frasco, de aproximadamente 1:2:2:37. El frasco se
incubd en condiciones definidas de periodo de tiempo, temperatura, entorno de calefaccién, humedad ambiental y
agitacion; mas especificamente, partiendo de un grupo de 7 fracciones de cordon umbilical, cada una de
aproximadamente 2,5 g, exentas de coagulos sanguineos, usando un volumen de solucién de digestién de 35 ml, en
un matraz de cultivo cerrado no venteado, tal como un T175 con un volumen total de 650 ml y un espacio vacio
durante la digestion de 615 ml menos la parte sumergida de las 7 fracciones durante la digestién, y donde la
soluciéon de digestion se compone, excluyendo las enzimas, de 186 mg/ml de CaCl,-2H,O, 400 mg/ml de KClI,
60 mg/ml de K;HPO4, 200 mg/ml de MgSO4-7H,O, 8000 mg/ml de NaCl, 350 mg/ml de NaHCOs, 90 mg/ml de
NaH,PO4-7H,0, 1000 mg/ml de glucosa, y 76 mg/ml (0,260 mM) de EDTA, manteniendo el pH a 6,4 o superior. La
reaccion enzimatica se incub6 durante 4 h, a una temperatura constante de 37 °C en una incubadora cerrada seca,
con agitacién a una velocidad constante de 100 oscilaciones.min™ (opm). La recuperacion de las células obtenidas a
partir de la disociacién del tejido se realizd en tres fases.

En una primera fase, las células se recuperaron a partir del tejido disociado, mas especificamente a partir de una
incubacién horizontal estatica del frasco donde tuvo lugar la digestién durante un periodo de tiempo de 5 a 300
minutos, preferentemente de 30 minutos, a temperatura ambiente. El sobrenadante de la digestidon se transfirid
mediante pipeteo, evitando el tejido sin digerir, a un tubo de centrifuga de 50 ml. Se descart6 todo el tejido sin
digerir. En este punto, 35 ml de medio de cultivo base suplementado con desoxirribonucleésidos, ribonucledsidos,
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glutamina, antibiéticos y suero de feto de ternera (FBS) al 10 % se afiadieron al matraz de digestion. El tapon no
ventilado del frasco se sustituy6 por un filtro que contenia un tapén ventilado, y el matraz de digestion se incubé a
37 °C en una atmdsfera humidificada que contenia un 7 % de CO,. Se realizaron cambios en el medio de cultivo
total cada 72 h durante 7 dias para estimular el crecimiento de las células que se habian adherido durante la
incubacién horizontal, hasta que se consiguié una superficie de confluencia de las células.

En una segunda fase de recuperacion, las células se recuperaron de la centrifugacion del tubo de centrifuga de
50 ml anterior a 350 g, durante 10 minutos, a temperatura ambiente, y transfiriendo un volumen de sobrenadante de
35 ml tras la centrifugacién a un matraz de cultivo estatico, tal como un Ti75 provisto de filtro que contenia un tapén
ventilado; afiadir al mismo matraz de cultivo 35ml de medio de cultivo base suplementado con
desoxirribonucledsidos, ribonucleésidos, glutamina, antibidticos y suero de feto de ternera (FBS) al 10 %; incubar el
matraz de cultivo a 37 °C, en una atmdsfera humidificada que contenia un 7 % de CO,; y cambiar el medio de cultivo
cada 72 h para estimular la adhesién y la expansion/multiplicacion celular hasta obtener la maxima confluencia.

Las poblaciones de células obtenidas a partir de la primera y la segunda fases se criopreservaron al final del primer
ciclo de expansion (final de P0O). Esto consistid en la criopreservacion directa en la fase vapor de nitrégeno liquido de
una mezcla de 0,5 ml de suspension celular que contenia el nimero total de células deseado, y el mismo volumen
de una solucién de suero de feto de ternera (FBS) que contenia un 10 % de dimetilsulfoxido (DMSO), para obtener
una concentracion final de aproximadamente 3x10° células/ml, en un criovial estéril de 1,5 ml que contenia 1,0 ml de
suspension celular y 0,5 ml de espacio vacio.

La tercera fase, y Ultima, de la recuperacion de las células del tejido disociado consiste en la criopreservacion directa
del aglomerado celular obtenido mediante centrifugacion del sobrenadante de la digestion, usando un congelador de
velocidad controlada a una velocidad de descenso de la temperatura de 1 oC.min* hasta -80 °C, donde las células se
resuspendieron en 2 ml de una solucién de feto de ternera (FBS) que contenia un 10 % de dimetilsulféxido (DMSO),
en un criovial estéril de 2,5 ml que contenia 2 ml de suspension celular y 0,5 ml de espacio vacio.

Las células criopreservadas se recuperaron después de 31 dias mediante un proceso de descongelacion rapida en
un bafio de agua a 37 °C. Las células se resuspendieron a continuacién en medio de cultivo a la misma temperatura
con un factor de diluciéon de 1:10. Se pueden realizar etapas de expansion adicionales usando densidades de
inoculo entre 5,0x10° y 2,0x10* células/cm?, con intercambio total del medio cada 72 h. Las células muestran
tipicamente una tasa de crecimiento de 1,7 duplicaciones diarias para 18 pasos.

Ejemplo 10: Certificaciéon del fenotipo mesenquimal d e las células precursoras aisladas.

Mas alla de la capacidad de adherirse y proliferar en un medio de cultivo selectivo para células precursoras
mesenquimales, las células aisladas se caracterizaron al finalizar P1 mediante citometria de flujo.

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80 % al 90 % al final de P1, el medio de cultivo se retird y la
superficie de las células se lavé con tampdn fosfato (sin Ca2+y Mg”). Se afiadié tripsina al 0,25 %, y en cuanto las
células se desprendieron de la superficie del matraz, se afiadieron dos volimenes de medio de cultivo. A
continuacion, la suspension celular se centrifugé durante 10 minutos a 350 g, y se descart6 el sobrenadante. El
aglomerado que contenia las células se resuspendié en solucion de bloqueo (BSA al 0,2% en DPBS) para
conseguir una concentracion celular final comprendida entre 2x10° y 10x10° células/ml. Tras un periodo de
incubacién de 10 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 100 pl de la suspension celular a cada tubo que
contenia los anticuerpos primarios conjugados con un marcador fluorescente, ficoeritrina (PE) o isotiocianato de
fluoresceina (FITC). La suspension celular se agité y se incubd en hielo, protegida de la luz, durante 20-40 min.
Después de este periodo, se afiadieron 1,5ml de DPBS a cada tubo, las células se resuspendieron y se
centrifugaron durante 5 minutos a 350 g. El sobrenadante se descartd, y el aglomerado que contenia las células se
resuspendié en 500 yl de paraformaldehido al 1 %.

La suspension celular se almacené a 4 °C hasta uso posterior. La citometria de flujo se llevd a cabo en un
instrumento FACScalibur de BD Biosciences con la deteccién de los antigenos de superficie CD44, CD73, CD90 y
CD105 como marcadores positivos de células mesenquimales. Para esto, se utilizaron anticuerpos primarios
conjugados con FITC o PE (Fig. 1). Se investigé la presencia de los marcadores negativos, los antigenos de
superficie CD14, CD31, CD34 y CD45. Estos son especificos de linajes hematopoyéticos (CD34), monociticos
(CD14), endoteliales (CD31) y panleucociticos (CD45), y todos estos anticuerpos se conjugaron con FITC (Fig. 2).
Como se esperaba, la gran mayoria de las células mesenquimales aisladas mostraron ser positivas para CD44,
CD73, CD90 y CD105 y negativas o solo ligeramente positivas para los marcadores negativos anteriormente citados.
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Ejemplo 11: Demostracién del fenotipo precursor de | as células de las células aisladas: diferenciacién
osteogénica.

De acuerdo con la descripcion detallada de la invencion, las células precursoras aisladas de las fracciones del
cordén umbilical humano muestran la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos de células especializadas. En
este ejemplo se demuestra las capacidades de diferenciacion de estas células para dar osteoblastos.

Las células se inocularon en P3 a una densidad de 2,0x10* células/cm?® en medio de diferenciacion osteogénico que
contenia medio base alfa-MEM (con desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos y ultraglutamina) suplementado con
suero bovino fetal (FBS) al 10 %, B-glicerofosfato 10 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina,
50 pyg/ml de ascorbato-2-fosfato, 100 nM de dexametasona (Hung et al., 2002).

La totalidad del medio se cambié 2 veces por semana durante 3 semanas, después de local, se llevaron a cabo los
protocolos de tincion especifica con rojo de alizarina y fosfatasa alcalina, y en ambos casos el resultado fue positivo.
Con respecto a la tincidn con rojo de alizarina, el medio se aspird cuidadosamente del matraz de cultivo de tejido, y
las células se fijaron con para-formaldehido al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Las células se lavaron con PBS y se incubaron con la solucion de tincién especifica, rojo de alizarina S, 40 mM, pH
4,2, durante 15 minutos a temperatura ambiente. La solucién de rojo de alizarina S se eliminé y las células se
lavaron cuidadosamente con agua (Kotobuki et al., 2006).

En el caso del ensayo con la fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich), las células también se fijaron con para-formaldehido
al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células se lavaron con PBS y se sumergieron
en 2,5 ml de solucién de citrato y se dejaron incubar durante 30 segundos.

La solucién de citrato se retird a continuacion, y las células se lavaron con agua desionizada (milliQ) y se incubaron
con la solucién de tincién, Rojo neutro, durante 2 minutos. La solucién se elimind a continuacién y las células se
lavaron cuidadosamente con agua (Shim et al., 2004). El ensayo dio un resultado positivo para la diferenciacion
osteogénica (Fig. 5).

Ejemplo 12: Demostracién del fenotipo precursor de | as células de las células aisladas: diferenciacién
adipogénica.

Para diferenciar las células en adipocitos, las células se sembraron en placas en P3 a una densidad de 2,0x10*
células/cm? en medio base alfa-MEM (con desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos y ultraglutamina) suplementado
con suero bovino fetal (FBS) al 10 %, 100 U/ml de penicilina y 100 yg/ml de estreptomicina) y se mantuvieron en
este medio de cultivo. Al alcanzar la confluencia, el medio se cambié a medio de diferenciacion adipogénico
compuesto de DMEM-LG con FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina, 10 pug/ml de
insulina, 200 yM de indometacina, isobutil-1-metilxantina 0,5 mM y dexametasona 1 uM (Shih et al., 2005).

La totalidad del medio se cambié 2 veces por semana durante 3 semanas, después de lo cual, se llevaron a cabo los
ensayos de tincion especifica con Oil red O y se confirm6 la diferenciacion adipogénica. Para esto, el medio de
cultivo aspiré cuidadosamente del matraz de cultivo de tejido (NUNC) mediante aspiracion y las células se fijaron
con para-formaldehido al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células se lavaron
con PBS y se incubaron con la solucion filtrada de Oil red Oil (2:3) durante al menos 10 minutos a temperatura
ambiente. La solucion de Oil red Oil se elimind a continuacion y las células se lavaron cuidadosamente con agua
(Do, et al., 2006). El ensayo dio un resultado positivo para la diferenciacién adipogénica (Fig. 5).

Ejemplo 13: Demostracion del fenotipo precursor de | as células de las células aisladas: diferenciacion
condrogénica.

Para la diferenciacién condrogénica, las células se resuspendieron en P3 a una densidad final de 1,1x10° células/ml
y se introdujeron en un tubo coénico de 15 ml para dejar que las condroesferas se formaran. El medio de cultivo
utilizado fue el medio de diferenciacién condrogénica que consiste en DMEM-LG con FBS al 1 %, 6.25 ug/ml de
insulina, 10 ng/ml de TGF B1 y ascorbato-2-fosfato 50 uM (Shih et al., 2005).

La totalidad del medio se cambion dos veces a la semana durante 4 semanas, prestando especial atencion a no
perturbar las condroesferas, después de lo cual, se realizaron los protocolos de tincién especifica con azul alcian y
hematoxilina, y se confirmé la diferenciacién condrogénica. Para ello, la totalidad del medio se retir6 del tubo
mediante aspiracion, y las condroesferas se lavaron con PBS. A continuacion, las condroesferas se sumergieron en
agar y se congelaron en la fase vapor de nitrégeno liquido.

Con un microtomo, el agar se cortd en cortes de tejido de 5 um. Estos cortes se tifieron con azul alcian al 1 % y se
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se lavaron con PBS. Las preparaciones
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fijadas en un porta de microscopio se pasaron por una soluciéon de hematoxilina y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La hematoxilina se eliminé con una etapa de lavado final con PBS (Okada, et al., 2005). El
ensayo dio un resultado positivo para la diferenciacion condrogénica (Fig. 5).

Ejemplo 14: Demostracion del fenotipo precursor de | as células de las células aisladas: diferenciacion
cardiomiogénica.

La diferenciacion cardiomiogénica se realiz6 durante un periodo de 18 dias, durante el cual, se utilizaron diferentes
medios de cultivo (Lee et al., 2004). Las células se sembraron a una densidad de 3000 células/cm? en un porta con
una camara de 16 pocillos revestidos con ornitina. Las células se sembraron en medio Medio CO compuesto por
medio base alfa-MEM (con desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos y ultraglutamina) suplementado con FBS al 10 %,
100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Veinticuatro horas después de la siembra, el medio de cultivo
se sustituy6é por otro medio (Medio C1) compuesto por DMEM-LG suplementado con FBS al 10 %, 100 U/ml de
penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM, 10 ng/ml de B-FGF y 5-azacitidina 10 yM. Veinticuatro
horas después de sembrar las células en placas con Medio C1, se realiz6 un segundo cambio de medio a Medio C2.
El Medio C2 consisti6 en medio base de DMEM-LG suplementado con FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina,
100 ug/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM y 10 ng/ml de B-FGF. Las células se mantuvieron en Medio C2
durante dos semanas con cambios de medio cada 72 horas.

En paralelo, se sembraron células de control (no diferenciadas) a una densidad de 5000 células/? y se mantuvieron
en Medio 0. Tras el periodo de diferenciacién, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia contra una proteina
muscular tipica, la troponina cardiaca T, especifica de cardiomiocitos. Para localizar células para el ensayo, los
ndcleos celulares se tifieron con un fluorocromo, DAPI, especifico de &acidos nucleicos. Como se esperaba,
solamente las células sometidas al protocolo de diferenciacion cardiomiogénico, que ya presentaban la morfologia
tipica de los cardiomiocitos, produjeron una sefial fluorescente (Fig. 6D).

Ejemplo 15: Demostracion del fenotipo precursor de | as células de las células aisladas: diferenciacion
neurogénica/glial:

La diferenciacion neurogénica se realizé durante un periodo de 12 dias, durante el cual, se utilizaron diferentes
medios de cultivo (Lee et al., 2004). Las células se sembraron a una densidad de 3000 células/cm? en portas con
una camara de 16 pocillos revestidos con ornitina. Las células se sembraron en medio de cultivo (Medio N1),
compuesto por medio base IMDM suplementado con FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 yg/ml de
estreptomicina, L-glutamina 2 mM (Sigma), 5 ng/ml de B-FGF, acido retinoico 0,5 uM y 2-mercaptoetanol 1 mM.

Tres dias después de la siembra, N1 se sustituy6d por Medio N2 que contenia medio base IMDM suplementado con
FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM, monofosfato de adenosina
ciclico 1 mM (AMPc) y ascorbato-2-fosfato 100 uM.

Tres dias después de la siembra, N2 se sustituyé por Medio N3 que contenia medio base IMDM suplementado con
FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM, monofosfato de adenosina
ciclico 1 mM (AMPc) e hidrocortisona 10 uM.

Finalmente, tres dias después de la siembra, N3 se sustituyd por Medio N4 que contenia medio base IMDM
suplementado con FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM, 20 ng/ml de
FGF-1, 10ng/ml de SHH, 10ng/ml de NGF, 25ng/ml de Vvitronectina, ascorbato-2-fosfato 100 uM,
isobutilmetilxantinal00 uM, forskolina 10 yM y PMA 20 nM.

En paralelo, se sembraron células de control (no diferenciadas) a una densidad de 5000 células/? y se mantuvieron
en Medio NO (véase el protocolo de diferenciacién cardiomiogénica).

Tras el periodo de diferenciacion, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con un anticuerpo primario dirigido
contra B-tubulina, tipo Ill, especifico de células neuronales. Para localizar las células para el ensayo, los nicleos
celulares se tifieron con un fluorocromo, DAPI, especifico de acidos nucleicos. Como se esperaba, solamente las
células sometidas al protocolo de diferenciacion neurogénica/glial, que ya presentaban la morfologia tipica glial (Fig.
7B) produjeron una sefial fluorescente (Fig. 7D).
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REIVINDICACIONES

1. Método de seleccién para aislar células de la matriz del codén umbilical humano caracterizado porque comprende
las siguientes etapas:

a) Una etapa de recuperacion en la que el cordon umbilical humano se transportado a las instalaciones del
laboratorio en un recipiente cerrado estéril, bien seco o sumergido en una soluciéon tampoén estéril, con o sin
antibiodticos, que preferentemente contiene 186 pyg/ml de CaCl,-2H,O, 400 ug/ml de KCI, 60 ug/ml de K;HPO,,
200 pg/ml de MgSO4-7H,0, 8000 pg/ml de NacCl, 350 ug/ml de NaHCOs3, 90 pug/ml de NaH2PO4 - 7H.0, 2000 pg/mi
de glucosa, 10 U/ml de penicilina y 10 pg/ml de estreptomicina; preferentemente a temperatura ambiente si se
procesa en un periodo de 72 h, o entre 2 y 8 °C, preferentemente a 4 °C, si se procesa en un periodo entre 48 y 144
h después de la recogida;

b) Tres etapas de lavado del cordon umbilical con una solucién salina estéril, que contiene preferentemente
186 pg/ml de CaCl,,2H,0, 400 pyg/ml de KCI, 60 yg/ml de K24PO4, 200 pg/ml de MgSOa-7H,0, 8000 pg/ml de NacCl,
350 pg/ml de NaHCOs3, y 90 pyg/ml de NaH,PO4- 7H;0;

¢) Una etapa de retirada de la membrana amniética externa, donde la membrana amniética se retira con la ayuda de
pinzas estériles;

d) Una etapa de fraccionamiento donde el cordon umbilical se fracciona transversalmente a lo largo de su eje
longitudinal con ayuda de un escalpelo para producir fracciones de 2,5 cm (2,5 g);

e) Una etapa de eliminacién de coagulos de las fracciones resultantes de d), donde se realizan incisiones, con la
ayuda de un escalpelo, en la ubicacion donde los coagulos se identifican, y donde los coagulos se eliminan;

f) Una etapa de agrupamiento donde las fracciones resultantes de €) se redinen en grupos de 7, que se procesaran
de manera independiente en las siguientes etapas;

g) Una etapa de disociacion celular para cada grupo de 7 fracciones, resultantes de f), llevadas a cabo en un matraz
estéril y precintado que contiene una solucion de digestion con pH tamponado, mediante la accién combinada de la
colagenasa Il y tripsina, donde la colagenasa Il esta a una concentracion entre 0,0375 % y 0,075 % (peso/volumen
de digestion total) y la tripsina esta a una concentracion de 0,125 % (peso/volumen de digestion total); manteniendo
una relacion constante entre la masa de tejido (gramos), el area superficial de la parte inferior del matraz (cmz),
volumen de digestion (ml), y el volumen total del matraz (ml), de aproximadamente 1:2:2:37; y donde el matraz se
incuba en condiciones definidas de tiempo de incubacion, temperatura, dispersion térmica, humedad ambiente y
agitacion; mas especificamente, comenzando a partir de un grupo de 7 fracciones de cordones umbilicales con
aproximadamente 2,5 g cada uno, exento de coagulos de sangre; utilizando un volumen de solucién de digestion de
35 ml; en un matraz de cultivo no ventilado y cerrado tal como un T175 con un volumen total de 650 ml, y un espacio
de cabeza durante la digestion de 615 ml menos el volumen sumergido de las 7 fracciones en digestion; y donde la
solucion de digestion consiste en, ademas de enzimas, 186 pug/ml de CacCl,-2H,0, 400 pg/ml de KCI, 60 pg/ml de
K2HPO4, 200 pg/ml de MgSOQ4-7H,0, 8000 pg/ml de NaCl, 350 ug/ml de NaHCOg3, 90 yg/ml de NaHPO4-7H,0,
1000 pg/ml de glucosa, y 76 y/ml (0,260 mM) de EDTA; manteniendo el pH a 6,4 o superior; y donde la reaccion
enzimatica se incuban durante un periodo de 4 h; a una temperatura constante de 37 °C; en una incubadora seca
cerrada; con agitaciéon a una velocidad constante de 100 o 140 oscilaciones.min™ (opm); preferentemente 100 opm,

h) Una primera etapa de recuperacion de las células disociadas del tejido, como se describe en g), que se recuperan
mediante incubacion horizontal estatica del matraz cuando la digestion tiene lugar; durante un periodo de tiempo de
5 a 300 minutos, preferentemente de 30 minutos; a temperatura ambiente; seguido por transferencia del
sobrenadante de la digestiéon por medio de pipeteado, evitando la succion de cualquier tejido sin digerir, a un tubo de
centrifuga de 50 ml; que a su vez va seguida de la eliminacién de todo el tejido sin digerir del matraz de digestion; al
que se afladen 35 ml de medio de cultivo basal suplementado con desoxirribonucleasas, ribonucleésidos, glutamina,
antibidticos y 10 % de suero de feto bovino (FBS) y antibiéticos; y en el que el tapén del matraz no venteado se
sustituyd por un filtro que contenia un tapon venteado; seguido por incubacién a 37 °C, en una atmdsfera
humidificada que contenia un 7 % de CO2; con cambios del medio de cultivo cada 72 h para estimular la adhesion y
el crecimiento/multiplicacion celular hasta obtener la maxima confluencia en la superficie;

i) Una segunda etapa de recuperacion de células, donde las células disociadas del tejido, como se describe en g) y
contenidas en el sobrenadante de centrifugacion obtenido como se describe en h) se recuperan mediante
centrifugacion del tubo de centrifuga de 50 ml de h) a 350 g, durante 10 minutos a temperatura ambiente; transferir
35 ml de volumen de sobrenadante tras la centrifugacion a un matraz de cultivo estatico (T17s) con un filtro que
contenia un tapén venteado; afiadir al mismo matraz de cultivo 35 ml de medio de cultivo base suplementado con
desoxirribonucleésidos, ribonucledsidos, glutamina, antibiéticos y suero de feto de ternera (FBS) al 10% vy
antibidticos; incubar el matraz de cultivo a 37 °C, en una atmoésfera humidificada que contenia un 7 % de COy; y
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cambiar el medio de cultivo cada 72 h para estimular la adhesién y el crecimiento/multiplicacion celular hasta obtener
la maxima confluencia en la superficie;

j) Una tercera etapa de recuperacion donde las células disociadas del tejido, como se describe en g) se recuperan
como aglomerado celular obtenido mediante la centrifugacion del sobrenadante de la digestion como se describe en
i), resuspendido en 2 ml de una solucién que consiste en suero de feto bovino (FBS), y dimetil sulféxido (DMSO) al
10 %, y criopreservacion directa utilizando un congelador de velocidad controlada con una velocidad de disminucion
de la temperatura de 1 °C.min™, hasta -80 °C, en un criovial estéril de 2,5 ml gue contiene 2 ml de suspensién celular
y 0,5 ml de espacio vacio;

k) Una etapa de criopreservacion de las poblaciones de células originadas como se describe en h) e i), después que
los cultivos celulares alcanzan la maxima confluencia de la superficie, que consiste en la crioconservacion directo en
la fase de vapor de nitrégeno liquido de una mezcla de 0,5 ml de suspension celular y 0,5 ml de una solucion de
suero de feto bovino (FBS) y dimetilsulfoxido (DMSO)al 10 %, de tal forma que la densidad celular final después de
la criopreservacion es de aproximadamente 3x10° célula/ml, en un criovial estéril de 1,5 ml, que contiene el 1,0 ml
final de la suspension celular y 0,5 ml de espacio vacio.

2. El método de seleccion de acuerdo con la reivindicacion anterior, en el que el rendimiento, al final del primer ciclo
de expansion y de adherencia (P0), es de aproximadamente 8,6(10,1)x105 células por gramo de corddén umbilical.

3. El método de seleccion descrito en las reivindicaciones 1-2 para la fabricacion o producciéon de composiciones de
terapia celular.

4. El método de seleccion descrito en la reivindicacién 3, en el que la terapia es autéloga.

5. El método de seleccién descrito en las reivindicaciones 1-2 para su uso en la produccion de capas celulares en
soportes de cultivo celular.

6. El método de seleccion descrito en las reivindicaciones 1-2 para la creacion de bancos de células.
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