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DESCRIPCION
Tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador
Antecedentes de lainvencion
1. Campo de la invencion:

La presente invencion se refiere a un agente terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra
hospedador aguda o crénica. La presente invencion también se refiere a un agente terapéutico para tratar la
enfermedad de injerto contra hospedador aguda o cronica, que contiene células madre mesenquimatosas como
ingrediente activo.

2. Antecedentes generales y estado de la técnica:

La enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD) se refiere a una enfermedad en la que el cuerpo del paciente
tiene una reaccion inmunitaria contra la sangre periférica del donante o los linfocitos T en la médula 6sea que se
inyecta durante trasplante homogéneo. Concretamente, es una enfermedad que se induce por linfocitos vivos que se
transfundieron, causando una reaccién inmunitaria que conduce a problemas en la funcién hepatica, lesiones
cutaneas, ictericia, diarrea, fiebre, pancitopenia y similares, y en casos graves muerte del paciente.

La enfermedad de injerto contra hospedador puede clasificarse en gran medida en enfermedad de injerto contra
hospedador grave (aGVHD) y enfermedad de injerto contra hospedador cronica (cGVHD). La cGVHD es el efecto
secundario mas principal y comun, que se produce en el 20 %-70 % de los pacientes que viven pasados 100 dias
después de trasplante de sangre y células progenitoras de médula, y una causa principal de muerte después de
trasplante. Como cGVHD y aGVHD no son enfermedades sucesivas, aGVHD requiere una estrategia diferente y
cGVHD se esta convirtiendo en un problema mayor debido a desarrollos en métodos terapéuticos de trasplante de
sangre y células progenitoras de médula.

La cGVHD en el caso de trasplantes homogéneos, se produce habitualmente 4-6 meses después del trasplante y su
aparicion en 80 dias o después de 1 afio es infrecuente. Por consiguiente, puede observarse que una reaccién
homogénea es un prerrequisito principal para causar cGVHD vy la patogénesis de cGVHD llega a través de un largo
periodo de incubacién o el efecto sobre el 6rgano diana aparece lentamente. Se estan descubriendo diversos
problemas en la funcién de la glandula del timo y se estan descubriendo en la cGVHD, y se cree que si no se
eliminan las glandulas normales del timo a través del dafio causado por el tratamiento previo al trasplante o
isoantigeno/autoantigeno a través de mecanismos periféricos, las células T patolégicas del injerto aumentan como
reaccion, y este tipo de células T CD positivas patolégicas como una reaccion inmunoldgica Th2 causan deficiencias
inmunitarias similares a enfermedades autoinmunitarias incluyendo ataque citolitico, secrecion de citoquina de
fibrosis inflamada, activacion de células B y dafio a drganos diana a través de la formacion de autoanticuerpos.

Los sintomas clinicos de cGVHD incluyen cambios en la piel tales como eritema, sequedad, prurito, cambio de
pigmentacién y erupciones maculopapulares; cambios en el cabello tales como adelgazamiento del cabello y pérdida
del cabello y cambios en la boca tal como encias inflamadas, mucositis y atrofia de los labios. Aparte de las diversas
lesiones que aparecen en los ojos, los érganos reproductores, el higado, los pulmones, el tracto gastrointestinal, la
fascia, el sistema esquelético, las membranas serosas y asi sucesivamente.

Aungue la cGVHD generalmente se define como GVHD que se produce después de 100 dias después de trasplante
de médula 6sea, las afecciones manifestadas son mas importantes para el diagnéstico que el periodo de tiempo
manifestado. De acuerdo con el periodo de tiempo manifestado de los sintomas, la clasificacién puede hacerse entre
una aparicion progresiva en que aGVHD no se estd curando ya que la aparicion se desplaza a cGVHD, una
aparicion quiescente en que cGVHD aparece después de que aGVHD se haya curado completamente, y de novo en
gue se produce sin aparicion previa de aGVHD. La morbilidad y tasa de muerte es maxima en la aparicién
progresiva, a continuacion esta la aparicion quiescente y es minima en el caso de de novo. En cuanto a las
afecciones manifestadas, en muchos casos las erupciones con forma liquenosa en la piel y el recubrimiento mucoso
de la boca son los primeros sintomas, y aunque pueden aparecer en las mismas partes que en el aGVHD, las
lesiones son papulosas, invasivas y cubiertas con escamas blancas. En comparacion con aGVHD desde la
perspectiva de histologia patolégica, aunque aun pueden encontrarse grandes cantidades de necrosis de células
satélite, la infiltracion de linfocitos muestra una banda sobreconsolidada. Aparte de eso, el conducto de la glandula
biliar disminuye y puede observarse acumulacion de bilis blanca, porque puede haber casos en que puede estar
mezclado con grandes cantidades relacionadas con la medicacion o hepatitis virica, puede haber casos en que es
dificil diferenciar de cGVHD.

En el caso de cGVHD, como las funciones inmunitarias ya estan disminuidas, hay temor de infeccién grave durante
el tratamiento, y un nuevo tratamiento eficaz con pocos efectos secundarios por el tratamiento es muy necesario. En
relacién a esto, muchos investigadores estan siendo informados de que se indica que hay capacidad de que las
células madre mesenquimatosas se diferencien en muchas células organicas y que pueden mejorarse las
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reacciones de injerto contra hospedador suprimiendo las células T.

Aunque las células madre mesenquimatosas pueden propagarse en una situacion indiferenciada como células
primordiales del mesodermo original y separarse de diversos 6rganos, tales como la médula ésea, tejido adiposo,
higado, tendon, membrana sinovial y cordén umbilical, no existe un Unico marcador que pueda definirlas de forma
precisa como células madre mesenquimatosas. Sin embargo, CD14, CD34, y CD45 son bien conocidos como
marcadores de médula 6sea y SH-2(CD105), SH-3(CD73), SH-4, y Th7-1 son bien conocidos como marcadores
para el mesénquima. Las células madre mesenquimatosas o las células estromaticas mesenquimatosas (MSC)
expresan el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 1 y la clase de MHC puede inducir
manifestacion a través de interferon gamma (IFN-y), y como no manifiesta moléculas coestimuladoras de tipo FAS o
FAS L(CD40), no induce reacciones inmunolégicas y esta libre de citdlisis debido a linfocitos T citotoxicos (CTL) y
células citoliticas naturales (NK). Ademas, aunque las células madre mesenquimatosas suprimen la proliferacion de
células T a través de la dependencia de densidad en el momento de la reaccion mixta de linfocitos (MLR) y suprimen
la proliferacion de células B, asi como la formacion de inmunoglobulina, se sabe que la compatibilidad de MHC no es
necesaria para la supresiéon inmunitaria de MSC. Ademas, se sabe que no hay cambios en la actividad de los
cariotipos o telomerasas en MSC cuando se divide 50 veces.

Sin embargo, como la MSC que existe en el organismo es muy poco frecuente, es importante el desarrollo de
tecnologia que la aisle. Actualmente, la separacion por centrifugacion en gradiente de densidad, método que usa
anticuerpos monoclonales especificos para Sca-1 o0 STRO-1, y el método de separacién de acuerdo con el tamafio
celular son métodos conocidos para separar MSC. Los autores del presente documento han desarrollado
previamente un método de separacién eficaz de MSC (patente publica de la Republica de Corea n.° 10-0802011)
gue no requiere un dispositivo mecénico o reactivo particular, y el método anterior se caracteriza por el hecho de que
la médula recogida de individuos se cultiva y el liquido superior cultivado se cultiva adicionalmente retirandolo
repetidamente a un nuevo recipiente.

Respecto a los métodos de tratamiento de cGVHD, la patente de Estados Unidos n.° 6.544.506 presenta un método
de prevencion y tratamiento de GVHD que tiene como caracteristica distintiva la eliminacion de linfocitos T
citotéxicos inyectando linfocitos anticitotoxicos no alorreactivos en pacientes con trasplante de érganos. La patente
de Estados Unidos n.° 6.936.281 describe un método de tratamiento de GVHD usando células madre
mesenquimatosas. La patente de Estados Unidos n.° 7.173.016 describe un método de tratamiento de GVHD que
incluye la etapa de inyectar inhibidores de la adenosina desaminasa. La patente de Estados Unidos n.° 6.328.960
describe un método de tratamiento de GVHD que tiene como caracteristica distintiva la inyeccion de células madre
mesenquimatosa en una cantidad que puede reducir la reaccion inmunoldgica de las células efectoras contra los
antigenos en el paciente con trasplante del 6rgano diana para reducir la reaccion inmunologia de las células
efectoras contra el aloantigeno en el paciente con trasplante diana. La patente de Estados Unidos n.° 6.368.636
describe un método de reduccién de la reaccion inmunoldgica causada por células efectoras, que incluye la etapa de
poner en contacto las células efectoras con el liquido superior de las células madre mesenquimatosas en una
cantidad de inyeccién que puede reducir la reaccion inmunoldgica contra el aloantigeno.

Hasta ahora, no hay informes de un caso en que se haya tratado cGVHD satisfactoriamente usando células madre
mesenquimatosas o de médula. Por consiguiente, los autores de la presente invencion a través del intento de tratar
cGVHD, completaron esta invencion verificando clinicamente que las células madre mesenquimatosas o de médula
gue se separaron usando un método de cultivo de subfraccionamiento trata de forma eficaz cGVHD.

Sumario de lainvencién

Un objetivo de esta invencién es proporcionar un agente terapéutico para enfermedad de injerto contra hospedador
aguda o croénica.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar un tratamiento para la enfermedad de injerto contra hospedador
aguda o croénica.

Para conseguir los objetivos mencionados anteriormente, esta invencidon proporciona un agente terapéutico que
incluye células madre clonales y homogéneas de médula para tratar la enfermedad de injerto contra hospedador
aguda o cronica, donde las células madre clonales y homogéneas de médula se aislan por el método que
comprende: i) permitir que una muestra de células de médula 6sea sedimente en un recipiente; ii) transferir el
sobrenadante de i) a un nuevo recipiente y cultivar; iii) transferir el sobrenadante de ii) a un nuevo recipiente y
cultivar; iv) transferir el sobrenadante de iii) a un nuevo recipiente; v) permitir que las células formen colonias
derivadas de células individuales; y vi) aislar una poblaciéon homogénea de células madre clonales de médula.

La invencién proporciona adicionalmente células madre clonales y homogéneas de médula para su uso en el
tratamiento de los sintomas de la enfermedad de injerto contra hospedador, donde las células madre clonales y
homogéneas de médula se aislan por el método que comprende:
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i) permitir que una muestra de células de médula 6sea sedimente en un recipiente;
i) transferir el sobrenadante de i) a un nuevo recipiente y cultivar;

iii) transferir el sobrenadante de ii) a un nuevo recipiente y cultivar;

iv) transferir el sobrenadante de iii) a un nuevo recipiente;

v) permitir que las células formen colonias derivadas de células individuales; y

vi) aislar una poblacién homogénea de células madre clonales de médula.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método de inhibicion de la actividad de las células T de
médula donante en un sujeto identificado como que esta padeciendo la enfermedad de injerto contra hospedador,
que comprende administrar al sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de una poblaciéon de
células madre clonales y homogéneas de médula.

Una dosificacién de células madre por cada administracién puede ser entre 1 x 10* células/kg de peso corporal a 1 x
10° células/kg de peso. Las células madre se aislan usando un método de cultivo de subfraccionamiento. Las células
madre pueden expresar los antigenos de superficie celular CD29, CD44 y CD105, pero no el antigeno de superficie
celular HLA-DR. Las células madre puede expresar los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105 y CD166, pero no los antigenos de superficie celular CD106, CD119 o HLA-DR. Las células madre clonales y
homogéneas de médula pueden secretar interleuquina-10 a una concentracién de al menos aproximadamente 5
ng/ml.

La presente descripcién proporciona adicionalmente un método de tratamiento de los sintomas de la enfermedad de
injerto contra hospedador en un sujeto identificado como que esta padeciendo la enfermedad de injerto contra
hospedador, que comprende administrar al sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de una
poblacién de células madre clonales y homogéneas de médula dsea.

El sintoma de la enfermedad de injerto contra hospedador puede ser del tracto gastrointestinal, piel esclerotica,
limitacion de ingesta oral, sequedad ocular, sintomas hepaticos, disnea o rigidez de los brazos o las piernas. El
sintoma gastrointestinal puede ser volumen diario elevado de heces o colon inflamado. El sintoma hepatico puede
ser nivel elevado de fosfatasa alcalina en el suero sanguineo.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método de inhibicion de la actividad de las células T de
médula donante en un sujeto identificado como que esta padeciendo la enfermedad de injerto contra hospedador,
gue comprende:

(A) manipular una muestra biologica de células de médula 6sea, que comprende:

(i) permitir que la muestra de células sedimente en un recipiente;

(ii) transferir el sobrenadante del recipiente a otro recipiente; y

(iii) aislar las células del sobrenadante, que tiene comparativamente menor densidad en la muestra para
obtener una poblacién de células madre clonales y homogéneas de médula; y

(B) administrar al sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacion de células madre
clonales y homogéneas de médula obtenidas en (A).

En el método anterior, el recipiente puede tratarse con un recubrimiento. El recubrimiento puede ser colageno,
polilisina, fibrin6geno o gelatina.

La presente descripcién proporciona adicionalmente un método de tratamiento de los sintomas de la enfermedad de
injerto contra hospedador en un sujeto identificado como que esta padeciendo la enfermedad de injerto contra
hospedador, que comprende:

(A) manipular una muestra biologica de células de médula 6sea, que comprende:

(i) permitir que la muestra de células sedimente en un recipiente;

(ii) transferir el sobrenadante, del recipiente a otro recipiente; y

(iii) aislar las células del sobrenadante, que tiene comparativamente menor densidad en la muestra para
obtener una poblacién de células madre clonales y homogéneas de médula; y

(B) administrar al sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacién de células madre
clonales y homogéneas de médula obtenidas en (A).

Una dosificacion de las células puede ser entre 1 x 10° células/kg a 1 x 10° células/kg. Las células pueden expresar
los antigenos de superficie celular CD29, CD44 y CD105, pero no los antigenos de superficie celular HLA-DR. Las
células pueden expresar los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD73 CD90, CD105 y CD166, pero no los
antigenos de superficie celular CD106, CD119 o HLA-DR. La poblacién de células puede secretar interleuquina-10 a
una concentracion de al menos aproximadamente 5 ng/ml.
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Estos y otros objetivos de la invencidon se entenderan mas completamente a partir de la siguiente descripcion de la
invencion, los dibujos mencionados adjuntos a la misma y las reivindicaciones adjuntas a la misma.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion llegara a entenderse mas completamente a partir de la descripcién detallada dada en este
documento a continuacién, y los dibujos adjuntos que se dan a modo de ilustraciéon solamente y, por tanto, no son
limitantes de la presente invencion, y donde;

La figura 1 muestra un diagrama del procedimiento de aislamiento de células madre clonales de médula o células
estromaticas mesenquimatosas por el método de cultivo de subfraccionamiento usado en esta invencion.

La figura 2 muestra un resultado de fenotipado por FACS de los epitopos de superficie celular sobre células
madre clonales de médula aisladas por el método de cultivo de subfraccionamiento y usadas para el tratamiento
de un paciente con GVHD.

Las figuras 3A-3B muestran graficos de la cantidad de (A) TGF-B y (B) IL-10 secretadas de las células madre
clonales de médula (cMSC-15) usadas en el tratamiento del paciente con GVHD vy células madre
mesenquimatosas de control aisladas por el método convencional de centrifugacion en gradiente de densidad.

La figura 4 muestra un grafico de los cambios en el volumen de la cantidad diaria de heces y la actividad de
fosfatasa alcalina después de la administracidn de células madre clonales de médula en el paciente con GVHD.
Las figuras 5A-5D muestran imagenes de colonoscopia del paciente con GVHD al que se le inyect6 células
madre clonales de médula. (A) Es una imagen antes del tratamiento, (B) es una imagen tomada 10 dias después
del tratamiento, (C) es una imagen tomada 1 mes después del tratamiento y (D) es una imagen tomada 3 meses
después del tratamiento.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En la presente solicitud, "uno" y "una" se usan para hacer referencia tanto a un objeto individual como a una
pluralidad de objetos.

Como se usa en este documento, "muestra corporal” se refiere a cualquier muestra obtenida de un mamifero del que
se desea aislar un Unico tipo de célula. Dicha muestra corporal incluye muestra de médula dsea, sangre periférica,
sangre de corddn umbilical, muestra de tejido adiposo y sangre periférica con citoquinas activadas.

Como se usa en este documento "células madre clonales de médula" se refiere a células que derivan de una Unica
célula madre. Esta expresion se usa como sindénimo de "célula madre multilinaje”, que se obtienen por métodos de
cultivo de subfraccionamiento.

Como se usa en este documento, una poblacion "homogénea" de células generalmente indica que esté presente el
mismo tipo de células dentro de la poblacion. Sustancialmente homogénea puede significar aproximadamente un 80
% de homogeneidad o aproximadamente un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 % 0 99,9 % de homogeneidad. En particular, la
homogeneidad de las células se atribuye a la expansion de las células a partir de un Unico origen celular.
Actualmente no hay antigeno especifico de MSC disponible y, por lo tanto, no hay anticuerpo especifico de MSC
disponible. Teéricamente, el inico modo de obtener una poblacion homogénea al 100 % de MSC es expandir una
Unica célula que se identifica como MSC posteriormente por caracterizacion de sus potenciales de diferenciacion y
proliferacion. La "poblacion homogénea de células madre" se refiere a células madre que derivan de una Unica
célula identificada como una célula madre posteriormente por dichos estudios de caracterizacion.

Como se usa en este documento, "célula de densidad inferior" se refiere a células que tienen menor densidad que
otras en la muestra, y son el objeto del aislamiento. La célula de densidad inferior incluye, sin limitacién, células
madre multilinaje, células progenitoras, otras células estromaticas de médula.

Como se usa en este documento, "mamifero” con propdsitos de analisis de la fuente de las células y tratamiento se
refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja 'y
animales de zooldgico, deportivos o de compaiiia, tales como perros, gatos, ganado bovino, caballos, ovejas,
cerdos, ratas, ratones, conejos y asi sucesivamente. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

Como se usa en este documento "MLSC" se refiere a célula madre multilinaje.

Como se usa en este documento "MLSC/PC" se refiere a célula madre multilinaje o célula progenitora.

Como se usa en este documento "MSC" se refiere a células estromaticas de médula o células madre
mesenquimatosas o células madre de médula, que son términos que se usan como sinénimos.

Como se usa en ese documento, "muestra de células" se refiere a cualquier muestra en que esta contenida una
mezcla de diferentes tipos de células, incluyendo muestra de médula 6sea, sangre periferia, sangre de cordén
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umbilical, muestra de tejido adiposo y sangre periférica con citoquinas activadas.
Técnica de cultivo de subfraccionamiento

Aunque sin limitarse a ningin método particular de aislamiento de MSC, MLSC o MLSC/PC, un método preferido de
obtencién de las células para su uso en el tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador es por un
"método de cultivo de subfraccionamiento”, que es un método usado para aislar una poblacion altamente
homogénea de células madre clonales de médula o células madre multilinaje (MLSC) de una muestra corporal o
fuente tal como médula 6sea humana. El procedimiento se describe en la publicacién de solicitud de patente de
Estados Unidos US2006/0286669 (n.° de serie 11/471.684, presentada el 19 de junio de 2006), "Isolation of Multi-
Lineage Stem Cells", cuyos contenidos se incorporan en este documento por referencia en su totalidad.

Las MSC de médula 6sea se han conocido por ser dificiles de aislar sin contaminacién por células hematopoyéticas.
Para su aplicacion en entornos clinicos, es importante tener una poblacion homogénea de MSC para evitar
problemas inmunogénicos y para evaluar los efectos clinicos correctamente. Convencionalmente, el aislamiento de
poblaciones homogéneas de MSC se realiz6 por purificacién en columna con anticuerpos especificos de MSC. Sin
embargo, incluso este método no es adecuado y aun no esta disponible dicho anticuerpo especifico de MSC
perfecto.

En la practica del método de cultivo de subfraccionamiento, no es necesario emplear centrifugacién de ningun tipo
para eliminar previamente cualquier tipo de célula, tal como glébulos rojos o blancos de la muestra, porque la
mayoria de las células mas pesadas o mas densas puede eliminarse en las dos primeras etapas de incubacién de 2
horas. Por tanto, una ventaja del sistema de la invencion es que la centrifugacion en gradiente de densidad y las
etapas de fraccionamiento de células mononucleares usadas, que pueden introducir contaminacion tal como Picoll,
Ficoll o Ficoll-hypaque en el cultivo celular pueden evitarse. Por consiguiente, el método de cultivo de
subfraccionamiento de la invencidon es un protocolo simple, eficaz y econdmico para aislar MLSC altamente
homogéneas de una muestra corporal, preferiblemente una muestra de médula 6sea.

Como alternativa, las células mononucleares aisladas/fraccionadas por el método convencional de centrifugacion en
gradiente de densidad de aislamiento de MSC, también pueden someterse a la placa D1 para obtener colonias
derivadas de células individuales y después para aislar poblaciones homogéneas de células madre o progenitoras
(figura 1). Por lo tanto, el método de cultivo de subfraccionamiento puede usarse con las células mononucleares
fraccionadas por el método convencional de centrifugacion en gradiente de densidad.

La presente solicitud describe la diversidad de las caracteristicas en la expresion de proteinas de superficie celular
de las lineas de células madre derivadas de células individuales aisladas, que indica que hay varios tipos diferentes
de células madre o progenitoras multilinaje que existen en muestras biolégicas y, en particular, muestras de médula
Osea, que se ejemplifican. Las MLSC aisladas generalmente eran negativas y débilmente positivas para CD34, HLA-
DR, CD31, CD166, HLA de clase 1 y altamente positivas para CD44, CD29, CD105. Sin embargo, algunas lineas
celulares de placas D4 y D5 mostraban niveles distintivos de proteinas superficiales, lo que indica que podria haber
varios tipos diferentes de células madre o progenitoras multilinaje en la médula ésea (figura 1). Estas MSC que
tienen diferentes marcadores superficiales pueden representar diferentes potenciales de diferenciacion de las
células. Por lo tanto, el aislamiento de células madre homogéneas derivadas de células individuales por el método
de cultivo de subfraccionamiento hace posible aislar células madre especificas de tejido o células progenitoras
comprometidas, siempre que estos grupos de células existan en la médula 6sea u otra muestra corporal
especificamente aislada, y las condiciones de cultivo no cambien su potencial durante la expansion celular. La
seguridad y eficacia del tratamiento de MSC y el proceso de injerto celular se mejora siendo capaces de caracterizar
las subpoblaciones de células con propiedades especificas, como se muestra en la presente solicitud.

Eliminando las etapas de centrifugacion en gradiente de densidad y de fraccionamiento de células mononucleares y
sin requerir el uso de anticuerpos para separar las células madre o enzimas particulares, el método de cultivo de
subfraccionamiento genera poblaciones mas homogéneas de MSC o MLSC en un procedimiento simple, eficaz y
economico y aplicaciones mas seguras para entornos terapéuticos.

En la realizaciéon de la presente invencion, preferiblemente y sin limitacidn, las células madre de médula pueden
obtenerse usando el método de cultivo de subfraccionamiento como se describe anteriormente. Ademas, es
preferible que las MSC obtenidas expresen alguno o todos los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD105.
También es preferible que no se exprese alguno o todos los antigenos de superficie celular HLA-DR en las MSC.
Mas preferiblemente, se expresa alguno o todos los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD90, CD105, y
CD166 en las MSC, no se expresa alguno o todos los antigenos de superficie celular CD106, CD119, y HLA-DR en
las MSC.

Preferiblemente, las MSC usadas en la invenciéon expresan interleuquina-10 (IL-10). Preferiblemente, IL-10 se
expresa a mas de 5 ng/ml o mas de 10 ng/ml después de cultivo en el momento del tratamiento.
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En un aspecto, la invencién se refiere al uso de células obtenidas por el método de cultivo de subfraccionamiento,
que incluye: 1) la etapa de obtencion de médula 6sea de un individuo; 2) la etapa de cultivo de la médula 6sea; 3) la
etapa de movimiento de solamente el liquido superior de 2) a un nuevo recipiente y cultivo; y 4) la etapa de
separacion de solamente el liquido superior de 3) y cultivo repetido en un recipiente de cultivo que se ha tratado
opcionalmente con recubrimiento.

Respecto al método de cultivo de subfraccionamiento mencionado anteriormente, aunque no esta limitado a ninguna
cantidad particular de tiempo, el cultivo repetido en la etapa anterior 4) puede realizarse durante aproximadamente 1
a 4 horas a 37 °C y después cultivarse repetidamente durante aproximadamente 2 a 3 veces durante
aproximadamente 12 a 36 horas a 37 °C y después cultivarse durante aproximadamente 24 a 72 horas a 37 °C, y
para que el liquido superior se mueva a un nuevo recipiente de cultivo cada vez.

En otro aspecto, se usaron placas de cultivo recubiertas con colageno, gelatina, fibrinégeno o polilisina para obtener
células madre mas adherentes. El solicitante ha descubierto que cualquier superficie de cultivo cargada, positiva o
negativa, ayuda a la adhesién de las células madre a la misma, en comparacién con la superficie de una placa sin
recubrir. Se adhirieron mas células a una placa de cultivo recubierta con colageno o polilisina que a una placa no
recubierta, aproximadamente en casi dos a tres veces respectivamente (datos no mostrados).

Por tanto, en una realizacion, el fondo de una placa de cultivo puede recubrirse por aminoacidos cargados
positivamente, tales como polilisina, poliarginina o aminoacidos cargados negativamente, tales como poliaspartato,
poliglutamato o una combinacién de los mismos para ayudar a que las células madre o progenitoras se adhieran
mejor al fondo la placa.

Es preferible que el recipiente de cultivo se trate con un recubrimiento, y aunque puede usarse cualquier material
gue pueda mejorar la adhesiéon de las células al recipiente, es particularmente preferido que se use colageno,
polilisina, fibrinbgeno o gelatina. Mas preferiblemente, puede usarse colageno o polilisina. Incluso mas
preferiblemente, puede usarse colageno. Ademas, es deseable que las células se cultiven repetidamente durante
aproximadamente 3 a 6 veces en un recipiente de cultivo que se ha tratado con colageno e incluso es méas deseable
que las células se cultiven repetidamente aproximadamente 4 a 5 veces.

La preparacién farmacéutica del agente terapéutico puede prepararse usando los conocimientos convencionales en
la industria. Por ejemplo, puede usarse en una forma no oral de solucion acuosa o liquida esterilizada
farmacéuticamente permisible, asi como una inyeccion suspendida. Por ejemplo, puede considerarse la preparacion
farmacéutica, combinandola con un vehiculo o medio que sea farmacéuticamente permisible, especificamente agua
estéril o una solucién salina fisiolégica, aceite vegetal, emulsionante, suspensiones, tensioactivo, estabilizante,
excipiente, vehiculo, conservante, aglutinante y similares y mezclandola en un formato de capacidad unitaria que
esté generalmente aceptado como necesario en una aplicacion farmacéutica. Ademas, los compuestos esterilizados
para inyeccion pueden prescribirse basandose en aplicaciones farmacéuticas conocidas usando liquidos de soporte
tales como agua destilada inyectable.

Para soluciones acuosas para inyeccion que puedan usarse conjuntamente, un ejemplo puede ser solucién salina
fisiologica, glucosa o soluciones isoténicas incluyendo medicaciones de soporte tales como D-sorbitol, D-manosa, D-
manitol, cloruro o sodio. En cuanto a los agentes de soporte de licuacién adecuados un ejemplo puede ser alcohol,
especificamente etanol o polialcohol tal como polietilenglicol o un tensioactivo no ionizado tal como polisorbato 80™
0 HCO-50.

Como agente oleoso, puede considerarse el aceite de sésamo o el aceite de soja y pueden usarse conjuntamente
con un benzoato e bencilo o alcohol bencilico. Ademas, puede combinarse con un agente tamponante tal como
solucién tamponante de fosfato, solucion tamponante de acetato sddico o solucion analgésica tal como novocaina o
estabilizante tal como alcohol bencilico, fenol o antioxidante. El liquido de inyeccion preparado tiene que cargarse en
una ampolla adecuada habitualmente aceptada.

Es deseable que la administracion al cuerpo del paciente no sea oral y mas especificamente, aunque es basico
administrarla en vena 1 o 3 veces, se pueda permitir una mayor inyeccion. Adicionalmente, la longitud de la
administracion puede ser corta o larga. Mas especificamente, puede considerarse el tipo de inyecciéon o el tipo
transdérmico. Como un ejemplo de tipo de inyeccion, aunque puede administrarse a través de inyeccion intravenosa,
es deseable inyeccion arterial, inyeccion arterial seleccionable, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal,
inyeccion hipodérmica, inyeccién intracerebral, inyeccién cerebral o inyeccién en la médula 6sea e inyeccion
intravenosa. En el caso de inyeccion intravenosa, como los métodos de trasplante que usan transfusion normal de
sangre se han hecho posibles, el paciente no requiere cirugia y, ademas, como la anestesia tdpica no es necesaria,
la carga es ligera tanto para el paciente como para el médico. Cuando se considere el futuro desarrollo de medicina
de urgencia, puede considerarse la administracién durante el transporte de urgencia o en el sitio critico.

Ademas, esta invencién proporciona un método para tratar pacientes con enfermedad de injerto contra hospedador
gue incluye la etapa de administrar células madre mesenquimatosas o de médula en una dosis eficaz para el
tratamiento, al paciente mencionado anteriormente que padece la enfermedad de injerto contra hospedador.
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La dosis eficaz por inyeccion de las células clonales de médula para el tratamlento de GVHD o los sintomas de
GVHD en un mamifero y, en particular, un ser humano, puede ser entre 1 x 10 células/kg de peso corporal y 1 x 10°
celulas/kg de peso corporal; entre 1 x 10 células/kg de peso corporal y 1 x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2 x
10* celulas/kg de peso corporal y 1 x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2,5 x 10* celulas/kg de peso corporal y 1
x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2 x 10* celulas/kg de peso corporal y 1 x 10’ celulas/kg de peso corporal;
entre 2,5 x 10* celulas/kg de peso corporal y 1 x 10’ celulas/kg de peso corporal; entre 2 x 10* celulas/kg de peso
corporal y 3 x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2,5 x 10* celulas/kg de peso corporal y 3 x 10° células/kg de
peso corporal; entre 2 X 10* celulas/kg de peso corporal y 2 x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2,5 x 10
células/kg de peso corporal y 2 x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2 x 10* celulas/kg de peso corporal y 1 x 10°
celulas/kg de peso corporal; entre 2,5 x 10 células/kg de peso corporal y 1 x 10° celulas/kg de peso corporal; entre 2
x 10* celulas/kg de peso corporal y 1 x 10° células/kg de peso corporal; o entre 2,5 x 10* células/kg de peso corporal
y1x 10° células/kg de peso corporal.

Sin limitarse a ningiin método de administracion particular, se prefiere un método de administracion que no sea oral.
Aunque es posible la administracién al cuerpo completo o una parte del cuerpo, la administracién al cuerpo completo
es preferida y es mucho mas preferida la inyeccion intravenosa.

Tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador

Los autores de la presente invencion en este documento fueron capaces de mejorar el estado de los pacientes con
enfermedad de injerto contra hospedador aguda o crénica que eran insensibles al tratamiento administrando células
madre mesenquimatosas o de médula separadas usando los métodos (figura 1) descritos en la publicacion de
solicitud de patente de Estados Unidos US2006/0286669, presentada el 19 de junio de 2006, "Isolation of Multi-
Lineage Stem Cells", cuyos contenidos se incorporan en este documento por referencia en su totalidad.

Respecto a las manifestaciones o sintomas de GVHD, incluyen piel esclerética, limitacidon de ingesta oral, sequedad
ocular, sintomas del tracto gastrointestinal (Gl) tales como disfagia, anorexia, nauseas, vomitos, dolor abdominal o
diarrea, sintomas hepaticos manifestados por bilirrubina elevada, fosfatasa alcalina elevada y relacién de alanina
aminotransferasa (ALT)/aspartato aminotransferasa (AST) (AST/ALT) elevada, disnea y/o rigidez de los brazos o las
piernas.

Un sujeto puede mostrar multiples sintomas que dependen del tejido que esta afectado por la enfermedad de injerto
contra hospedador. Algunos pacientes tienen 4-5 sintomas, otros pueden tener 1-2 sintomas. Por lo tanto, la
presente invencién se refiere al tratamiento de todos y cada uno de los sintomas asociados con GVHD manifestados
en cualquier tejido en el sujeto. Segln se tratan las manifestaciones o sintomas, se cree que la propia enfermedad
GVHD también se trata de ese modo.

La siguiente descripcion proporciona detalles de la aplicacion de la tecnologia de cultivo de subfraccionamiento y el
uso de las células madre clonales y homogéneas de médula obtenidas de ese modo para administrar a un individuo
identificado como que padece los sintomas de GVHD. Sin limitarse a teoria alguna, se cree que las células madre
administradas secretan IL-10 en el sujeto. Que contrarresta o inactiva los efectos de la enfermedad de las células T
donantes, tratando de ese modo la GVHD y los sintomas de GVHD.

Después de separar las células madre mesenquimatosas o de médula de la madre del paciente anterior que padece
la enfermedad de injerto contra hospedador cronica, usando el método de cultivo de subfraccionamiento y
estableciéndolas como la linea celular de origen monoclonal, se llamé cMSC-15. Se realiz6 un andlisis de antigenos
de superficie celular a través de andlisis de células parenquimaticas para determinar si la linea celular anterior era
una célula madre mesenquimatosa o de médula real (figura 2). Como resultado, como se demostré que se
expresaban los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD90, CD105, y CD166 y no se expresaban los
antigenos de superficie celular CD106, CD 119, y HLA-DR, se confirmé que era una célula madre mesenquimatosa
o0 de médula y no una célula madre hematopoyética. La expresion CD133 y STRO-1 era débilmente positiva. Por
consiguiente, para verificar mas especificamente las caracteristicas de la linea celular anterior, se verifico el grado
de expresion de TGF-B e IL-10 usando el método ELISA (figura 3). En el caso de expresion de TGF-$, no hubo gran
diferencia con la célula madre mesenquimatosa obtenida a través del método de centrifugacion en gradiente de
densidad convencional, que es el control. Sin embargo, IL-10 mostré un aumento en la expresién de al menos 5
veces en comparacion con el control.

Por consiguiente, los autores de la presente invencion, en este documento, después de cultivar la célula madre
mesenquimatosa o de médula establecida anteriormente hasta una cantidad suficiente para el tratamiento, la
aplicaron en el tratamiento de un paciente cuya vida estaba en una situacion critica debido a la aparicion de
enfermedad de injerto contra hospedador crénica. Especificamente, el paciente anterior era una mujer de 18 afios de
edad que se diagnosticod con leucemia mielégena aguda y después de alcanzar la remisién a través de terapia de
induccién, recibid trasplante de médula 6sea alogénica. Un mes después de la interrupcion de una administracion de
6 meses de supresores inmunoldgicos durante 6 meses, comenzd la enfermedad de injerto contra hospedador
cronica y aunque se traté usando ciclosporina A (CsA), micofenolato mofetilo (MMF) y esteroides, el estado del
paciente se deteriord debido a rectorragia continuada, bilirrubina aumentada y sequedad de la piel, la boca y los
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0jos, y a causa de la activacion de citomegalovirus (CMV) debido a los efectos secundarios del tratamiento y el virus
BK que se encuentra incluso en la orina y la sangre debido a infeccion del virus BK, se comenzé un tratamiento
usando cidoforvir.

Los autores de la presente invencion en este documento administraron las células madre mesenquimatosas o de
médula cultivadas mencionadas anteriormente a través de inyeccion intravenosa una vez después de recibir un
permiso clinico de urgencia de la Administracion de Alimentos y Farmacos de Corea. No se observaron reacciones
adversas/negativas durante o después de la administracion, y los sintomas del paciente mejoraron lentamente
después de la primera administracion y se dio una segunda administracion después de 3 semanas. Después de ello,
los sintomas del paciente mejoraron y el paciente recibié el alta 34 dias después de la segunda administracion en un
estado de haber detenido la ingesta de esteroides y tomando solamente supresores inmunolégicos.

Para verificar el efecto patologico del tratamiento, los autores de la presente invencion en este documento midieron
la cantidad de heces y la actividad de fosfatasa alcalina en la sangre, que son indicadores principales de la
enfermedad de injerto contra hospedador (figura 4). La cantidad de heces, se habia reducido considerablemente y la
actividad de la fosfatasa alcalina en la sangre, que es un indice serolégico también habia caido hasta niveles
normales (60-220 ng/ml). Ademas, se realizd un andlisis de colonoscopia para verificar si los sintomas habian
mejorado (figura 5). Como puede observarse en la figura 5, con el paso del tiempo después de la administracion de
las células madre mesenquimatosas o de médula en esta invencion, las Ulceras habian mejorado mucho a partir de
los datos de colonoscopia.

Como se observé anteriormente, los autores de la presente invencién en este documento verificaron a través de
ensayo clinico que las células madre mesenquimatosas o de médula usando el método de cultivo de
subfraccionamiento de esta invencién son eficaces en el tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador
cronica.

La presente invencion no debe limitarse en su alcance por las realizaciones especificas descritas en este
documento. De hecho, llegaron a ser evidentes para los expertos en la materia diversas modificaciones de la
invencién ademas de las descritas en este documento a partir de la descripcién anterior y las figuras adjuntas. Se
pretende que dichas modificaciones entren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Los siguientes
ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion de la presente invencion y no a modo de limitacion.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Separacion de células madre mesenquimatosas o de médula usando el método de cultivo de
subfraccionamiento

Después de aplicar anestesia local a una seccion de la pelvis del proveedor de médula (madre del paciente con la
enfermedad de injerto contra hospedador crénica diana del tratamiento), se extrajo la médula ésea insertando una
aguja de inyeccion en el hueso iliaco. Se pusieron 15 ml de DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco,
GIBCO-BRL, Life-technologies, MD, EE. UU.) que incluia FBS al 20 % y penicilina/estreptomicina al 1 % y 2 ml de la
médula extraida del proveedor de médula mencionado anteriormente en un recipiente de cultivo de 100 mm y se
cultivaron durante 2 horas en un cultivador celular a 37 °C, CO; al 5 %. Después del cultivo, el recipiente de cultivo
se inclind ligeramente de modo que las células adheridas al fondo no cayeran y se movié la cantidad maxima del
liquido de cultivo de la capa superior en el recipiente de cultivo a un nuevo recipiente.

Después de repetir el mismo procedimiento una vez mas, el liquido de cultivo que se recogi6 se movié a un
recipiente de cultivo (Becton Dickinson) y se cultivé durante 2 horas a 37 °C. El liquido de cultivo se movié de nuevo
a un nuevo recipiente y después de 24 horas se movio a otro nuevo recipiente y después de 24 horas se movié a un
nuevo recipiente de nuevo. Finalmente, después de 48 horas, se verifico por simple vista que las células que
gquedaban después de moverse a un nuevo recipiente estaban adheridas y crecian en el fondo del recipiente de
cultivo. Puede deducirse que las células que pueden llegar a esta etapa que ha ido a través de las varias
separaciones estratificadas son células que son mas pequefias que las otras células. Una vez que han pasado
aproximadamente 3 a 5 horas, las células forman una Unica colonia. Esta Unica colonia se tratdé con tripsina, se
separd y se movi6 a un recipiente de cultivo de 6 pocillos con un nimero de células de 10 a 6 x 10° por pocillo.
Después de cultivar durante 4 a 5 dias en un cultivador celular a 37 °C, CO> al 5 % cuando habia crecido hasta el 80
%, se tratd con tripsina al 0,25 %/EDTA 1 mM (GIBCO-BRL) y después de reunirla se movié y se cultivd
sucesivamente en un recipiente de cultivo de 75 cm?. Las lineas celulares con origenes monoclonales se adquieren
como anteriormente y se llamaron cMSC-15.

Como resultado de observar la forma de las células anteriores a través del microscopio, se observé que las células
en la fase inicial tenian una forma similar a células fibroblasticas y no se encontraron grandes cambios en la forma
hasta el cultivo sucesivo en la fase 5. El tiempo que tardan las células en duplicarse se observé en 24-36 horas, no
muy diferente de las células fibroblasticas.
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Ejemplo 2 - Verificacion de las células madre mesenquimatosas o de médula separadas

Ejemplo 2.1 - Andlisis de las caracteristicas de las células madre mesenquimatosas o de médula usando
citometria de flujo

Para verificar si las células cMSC-15 que se separaron de la médula usando el método del ejemplo 1 anterior eran
células madre mesenquimatosas o de médula, se usé citometria de flujo (BD Biosciences) para descubrir si existian
antigenos de superficie celular con caracteristicas de células madre.

Las células madre que se cultivaron sucesivamente durante 6 a 7 dias en un recipiente de cultivo de 75 cm? se
trataron con tripsina al 0,25 % y se reunieron las células. Las células se lavaron 2 veces con PBS 1x/BSA al 0,4 %
para eliminar la tripsina, asi como los liquidos de cultivo. Las células se recogieron usando separacién centrifuga y
después de medir la cantidad de células se reunieron 1 x 10° células en un tubo de 1,5 ml y se bloguearon durante 1
hora a temperatura ambiente usando suero de cabra (Vector). Después de completarse el bloqueo, las células se
lavaron 2 veces con PBS 1x/BSA al 0,4 % y se trataron con anticuerpo adherido a ficoeritrina (PE) anti-CD14, CD29,
CD31, CD34, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD119, CD133, CD166, HLA-DR, HLA de clase 1 y STRO-1
(Serotec Ltd, Kidington, OX, RU) cada una y se hicieron reaccionar durante 40 minutos a 4 °C. Después de que las
células se lavaran 2 veces con PBS 1x/BSA al 0,4 %, se suspendieron en 0,5 ml de PBS 1x/BSA al 0,4 %, se
cargaron en el citometro de flujo y se analizaron.

CD29, que es un antigeno de integrina especifico de células madre mesenquimatosas, asi como CD44 y CD105,
que son antigenos de receptores de matriz también especificos de células madre mesenquimatosas mostraron una
reaccion positiva. Los antigenos de superficie celular CD90, CD166, y HLA de clase 1 se expresaban, y no se
expresaban los antigenos de superficie celular CD106, CD119, si como HLA-DR. Aparte de esto, en el caso de
CD31, CD133, y STRO-1 un nivel de expresion era débilmente positivo (figura 2). La expresion de dichos antigenos
de superficie celular se mantuvo en las células que habian experimentado 6 cultivos sucesivos. Esto indica que en
las células separadas, incluso si se cultivan sucesivamente, los antigenos especificos de células madre
mesenquimatosas se expresarian de forma continuada.

Ejemplo 2.2 - Andlisis del estado de secrecion de citoquina relacionado con la supresién inmunoldgica de
células madre mesenquimatosas

Los autores de la presente invencion en este documento, para descubrir mas acerca de las caracteristicas de las
células madre mesenquimatosas aisladas usando el método de cultivo de subfraccionamiento en esta invencion,
analizaron los niveles de expresion de citoquinas relacionadas con supresién inmunolégica.

Especificamente, después de cultivar las células madre mesenquimatosas o de meédula recogidas del mismo
proveedor de médula y separadas usando el método existente de centrifugacién en gradiente de densidad (grupo de
control) y la cMSC-15 en esta invencion separada usando el método mencionado anteriormente descrito en el
ejemplo 1, se analiz6 la cantidad expresada de TGF-$ e IL-10 secretadas en el liquido de cultivo usando un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Para un andlisis preciso, se cultivaron las dos lineas celulares
anteriores usando un lote sin suero, y ambas del ELISA anterior usaron un kit de R&D Systems (EE. UU.) y se
realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Como resultado del andlisis, aunque TGF-f mostroé poca diferencia del grupo de control, en el caso de IL-10, las
células cMSC-15 obtenidas usando el método de cultivo de subfraccionamiento mostraron expresion aumentada
mas de 5 veces en comparacién con el grupo de control (figura 3). Esto indica que hay una correlacién entre la
eficacia del tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador y el nivel de expresion de IL-10 de las células
madre mesenquimatosas o de médula.

Ejemplo 3 - Aplicacién clinica de células madre mesenquimatosas o de médula aisladas
Ejemplo 3.1 - Administracion de células madre mesenquimatosas o de médula

El paciente era una mujer de 18 afios de edad que se diagnosticd con leucemia mielégena aguda y después de
alcanzar la remisién a través de terapia de induccion, recibié un trasplante de médula 6sea alogénica. Un mes
después de la interrupcion de una administracion de 6 meses de supresores inmunolégicos, empezo la enfermedad
de injerto contra hospedador cronica y aunque se traté usando ciclosporina A (CsA), micofenolato mofetilo (MMF) y
esteroides, el estado del paciente se deterioré debido a rectorragia continuada, bilirrubina aumentada y sequedad de
la piel, la boca y los ojos, y a causa de la activacion de CMV debido a los efectos secundarios del tratamiento y al
virus BK que se encuentra incluso en la orina y la sangre debido a infeccion del virus BK, se inicié un tratamiento
usando cidoforvir. Después de recibir un permito clinico de urgencia de la Administracién de Alimentos y Farmacos
de Corea, se cultivaron las células madre mesenquimatosas o de médula de la madre del paciente que se aislaron
como se describe en el ejemplo 1 en las instalaciones GMP y se administraron al paciente usando inyeccién
intravenosa. No se observaron reacciones adversas/negativas durante o después de la administracién y los
sintomas del paciente mejoraron lentamente después de la primera administracion y una segunda administracion en
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la misma cantidad que la primera se administré después de 3 semanas. Después de ello, los sintomas del paciente
mejoraron considerablemente y el paciente recibio el alta 34 dias después de la segunda administracién en un
estado que habia detenido la ingesta de esteroides, quedando solamente la toma de MMF a 1,5 g/dia como
supresor inmunolégico.

Ejemplo 3.2 - Cambio en los indicadores de enfermedad después del tratamiento

Para verificar si las células madre mesenquimatosas o de médula aisladas usando el método de cultivo de
subfraccionamiento de esta invencién es eficaz para el tratamiento, los autores de la presente invencién en este
documento midieron la cantidad de heces y la actividad de fosfatasa alcalina en la sangre que es un indicador
principal (figura 4). La activacion de la fosfatasa alcalina en la sangre se consiguié usando un kit comercial (Sigma
Chemical Company, EE. UU.).

Como resultado, la cantidad de heces que es un indicador principal en la enfermedad de injerto contra hospedador
cronica, se redujo considerablemente y la actividad de fosfatasa alcalina en la sangre que es un indice seroldgico
también habia caido hasta niveles normales (60-220 ng/ml). Ademas, se realizé un analisis de colonoscopia para
verificar si los sintomas habian mejorado (figura 5). Como resultado, la opinién colonoscopica a los tres meses
después de la administracion de las células madre mesenquimatosas es que las Ulceras han mejorado mucho.
Como se ha descrito, los autores de la presente invencion en este documento, a través de ensayo clinico, han
verificado que las células madre mesenquimatosas o de médula separadas usando el método de cultivo de
subfraccionamiento de esta invencion son eficaces para tratar la enfermedad de injerto contra hospedador cronica.

Esta invencion, como se refiere a un agente terapéutico para tratar la enfermedad de injerto contra hospedador
aguda o cronica que incluye células madre mesenquimatosas o de médula como ingrediente activo, el agente
terapéutico en esta invencion puede tratar de forma eficaz la enfermedad de injerto contra hospedador que ha sido
muy dificil de tratar, especialmente la enfermedad de injerto contra hospedador crénica o aguda mortal que se
produce frecuentemente como un efecto secundario después de cirugia de trasplante de médula 6sea.

Los expertos en la materia reconoceran, o serdn capaces de averiguar, usando no mas que la experimentacion

rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencién especificamente descrita en este
documento.
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REIVINDICACIONES

1. Células madre clonales y homogéneas de médula para su uso en el tratamiento de la enfermedad de injerto
contra hospedador, en las que las células madre clonales y homogéneas de médula se aislan por el método que
comprende:

i) permitir que una muestra de células de médula 6sea sedimente en un recipiente;
i) transferir el sobrenadante de i) a un nuevo recipiente y cultivar;

iii) transferir el sobrenadante de ii) a un nuevo recipiente y cultivar;

iv) transferir el sobrenadante de iii) a un nuevo recipiente;

v) permitir que las células formen colonias derivadas de células individuales; y

vi) aislar una poblacién homogénea de células madre clonales de médula.

2. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en las que
una dosificacién de las células por cada administracién es entre 1 x 10* células/kg de peso corporal a 1 x 10°
células/kg de peso del sujeto.

3. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en las que
las células expresan los antigenos de superficie celular CD29, CD44 y CD105, pero no el antigeno de superficie
celular HLA-DR.

4. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en las que
las células expresan los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 y CD166, pero no los
antigenos de superficie celular CD106, CD119 o HLA-DR.

5. Células madre clonales y homogéneas de médula para su uso en el tratamiento de los sintomas de la enfermedad
de injerto contra hospedador, en las que las células madre clonales y homogéneas de médula se aislan por el
método que comprende:

i) permitir que una muestra de células de médula ésea sedimente en un recipiente;
i) transferir el sobrenadante de i) a un nuevo recipiente y cultivar;

iii) transferir el sobrenadante de ii) a un nuevo recipiente y cultivar;

iv) transferir el sobrenadante de iii) a un nuevo recipiente;

v) permitir que las células formen colonias derivadas de células individuales; y

vi) aislar una poblacion homogénea de células madre clonales de médula.

6. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en las que
los sintomas de la enfermedad de injerto contra hospedador son del tracto gastrointestinal, piel esclerética, limitacion
de la ingesta oral, sequedad ocular, sintomas hepaticos, disnea o rigidez de los brazos o las piernas.

7. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en las que
el sintoma gastrointestinal es volumen diario aumentado de heces.

8. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en las que
el sintoma gastrointestinal es colon inflamado.

9. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en las que
el sintoma hepatico es nivel elevado de fosfatasa alcalina en suero sanguineo.

10. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en las que
una dosificacion de las células por cada administracion es entre 1 x 10* células/kg de peso corporal a 1 x 10°
células/kg de peso del sujeto.

11. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en las que
las células expresan los antigenos de superficie celular CD29, CD44 y CD105, pero no el antigeno de superficie
celular HLA-DR.

12. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en las que
las células expresan los antigenos de superficie celular CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 y CD166, pero no los
antigenos de superficie celular CD106, CD119 o HLA-DR.

13. Las células madre clonales y homogéneas de médula para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 0 5, en las

gue las células madre clonales y homogéneas de médula secretan interleuquina-10 a una concentracién de al
menos aproximadamente 5 ng/ml cuando estan en cultivo.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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Antes del tratamiento 10 dias después del tratamiento
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