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DESCRIPCION
Terapia mejorada con células madre y precursoras hematopoyéticas
Antecedentes
Campo técnico

La presente invencion se refiere por lo general a terapia celular. En particular, la presente invencion se refiere a
terapias celulares mejoradas para el sistema hematopoyético. Mas particularmente, la presente invencion se refiere
a métodos mejorados para reconstituir el sistema hematopoyético de un individuo.

Descripcion de la técnica relacionada

La medicina regenerativa es un campo de investigaciéon médica que desarrolla tratamientos para reparar o restaurar
células, tejidos y érganos especificos en el cuerpo. Un aspecto de la terapia regenerativa que se persigue es el uso
de trasplantes de células madre hematopoyéticas para tratar una lista en expansion de canceres y trastornos
degenerativos. De acuerdo con el National Marrow Donor Program® (NMDP), se tiene un calculo anual entre 45.000
y 50.000 trasplantes de células hematopoyéticas (médula 6sea, células madre de sangre periférica (PBSC), o
trasplantes de sangre del cordén umbilical), incluyendo aproximadamente 20.000 trasplantes alogénicos de células
hematopoyéticas. En todo el mundo para tratar a los pacientes con enfermedades malignas potencialmente mortales
y no malignas (Horowitz MM. Uses and Growth of Hematopoietic Cell Transplantation. En: Blume KG, Forman SJ,
Appelbaum FR, eds. Thomas' Hematopoietic Cell Transplantation. 3% ed. Maiden, Mass: Blackwell; 2004: 9-15).
Ademas, aproximadamente 4.800 pacientes son trasplantados anualmente usando donantes no relacionados o
unidades de sangre del cordon umbilical a través del NMDP.

Desde que comenzo a funcionar en 1987, el NMDP ha facilitado mas de 38.000 trasplantes de médula y sangre del
cordén umbilical para dar a los pacientes una segunda oportunidad en la vida. Tradicionalmente, los trasplantes de
células madre hematopoyéticas de médula 6sea se usaban para tratar pacientes que padecian diversos tipos de
leucemias, anemias, linfomas, mielomas, trastornos de inmunodeficiencia y tumores sélidos, por ejemplo, cancer de
mama y de ovario. Sin embargo, el trasplante de médula 6sea es doloroso para los donantes y, ademas, a menudo
es dificil y lleva mucho tiempo encontrar el grado necesario de tejido compatible con el donante de HLA,
especialmente en poblaciones étnicas particulares. Ademas, los trasplantes alogénicos de médula 6sea a menudo
estan asociados con una incidencia significativa de enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD).

En muchos casos, los pacientes que reciben trasplantes de células madre hematopoyéticas tienen cancer avanzado
u otros trastornos metabdlicos que amenazan la vida. Por lo tanto, cualquier retraso en la busqueda de un donante
que tenga un tipo de tejido HLA compatible adecuadamente puede comprometer el resultado del paciente, a menudo
dando como resultado la muerte. Por consiguiente, el crecimiento reciente del nimero de trasplantes de donantes no
relacionados con NMDP ha sido especialmente radical, con mas de 4.800 trasplantes solamente en 2009, en
comparacion con 4.300 en 2008. Ademas, la proporcion de trasplantes alogénicos que usan donantes no
relacionados o unidades de sangre de cordon umbilical ha aumentado constantemente. En 2006, mas de un tercio
de los trasplantes alogénicos realizados en todo el mundo usaron donantes no relacionados. En 2009, un 75 % de
los donantes adultos - mas de 2.800 - donaron PBSC a pacientes a través del NMDP. En 2009, el NMDP facilité
1.056 trasplantes de sangre del cordén umbilical, que representa un 22 % del numero total de trasplantes de NMDP
en 2009. Esto representa un aumento de un 18 % desde 2008, cuando el NMDP facilité 896 trasplantes de sangre
del cordén umbilical.

Se han realizado trasplantes alogénicos de células madre hematopoyéticas usando sangre del cordéon umbilical
porque la sangre se puede obtener mas facilmente, conlleva menos riesgo para el receptor de la enfermedad del
injerto contra hospedador, es indolora para el donante y requiere menos compatibilidad con el tipo de HLA entre
donante y receptor.

Sin embargo, se percibe que existen varios inconvenientes al realizar trasplantes de sangre del cordén umbilical
humano, incluyendo el riesgo de que las células madre y precursoras hematopoyéticas del trasplante de sangre del
corddn umbilical no se puedan injertar.

Otro inconveniente del uso de trasplantes de sangre del cordon umbilical es que los gldbulos del cordon umbilical
tardan mas en injertarse en el paciente, lo que pone al paciente en alto riesgo de infeccion. Ademas, los trasplantes
de sangre del cordén umbilical son un enfoque de tratamiento mas novedoso. Por lo tanto, se puede desalentar a los
médicos para que no los utilicen porque no tienen tanta informacion sobre los resultados a largo plazo de los
pacientes después de haber realizado trasplantes de sangre del cordén umbilical como lo hacen para los trasplantes
de médula. Ademas, los trasplantes de sangre del cordén umbilical también tienen los mismos riesgos que los
trasplantes de médula 6sea y de sangre periférica.

Ademas, una barrera significativa para usar la sangre del cordéon umbilical como fuente de células para trasplantes
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de sangre humana es que a menudo no hay suficientes células formadoras de sangre en una sola unidad de sangre
del cordén umbilical para el tamafio del paciente o para tratar la indicacion en particular. Dado que el tamafio de un
solo corddn (es decir, el nimero de células formadoras de sangre en un solo cordén) a menudo es insuficiente para
un ftrasplante de sangre, pueden ser necesarios dos cordones, lo que aumenta los riesgos de GVHD vy la
imposibilidad de injertar. Por lo tanto, se han intentado numerosos enfoques para ampliar el nimero de células
madre y precursoras hematopoyéticas en la sangre del cordén umbilical dentro de injertos aislados en entornos ex
vivo, lo que puede permitir el trasplante usando un solo cordén, pero estos esfuerzos han tenido un éxito limitado.

Por lo tanto, la promesa de terapias de células madre hematopoyéticas restauradoras o regenerativas no se ha
realizado, en parte, debido a dificultades para traducir protocolos de modelos animales prometedores en la practica
clinica humana, baja eficacia de protocolos clinicos existentes, alta incidencia de complicaciones, por ejemplo,
enfermedad de injerto contra hospedador, y relativamente pocos donantes lo suficientemente compatibles.

Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica de métodos que puedan aumentar la eficacia del injerto de
células madre y precursoras hematopoyéticas a la médula 6sea, para ampliar la capacidad de aplicaciéon y aumentar
el éxito del trasplante de células madre hematopoyéticas. La presente invencion proporciona soluciones a estos
problemas y también proporciona otros usos y ventajas que seran evidentes para las personas expertas en la
materia.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona métodos mejorados de trasplante de células madre y precursoras hematopoyéticas.
Ademas, la invencion proporciona una preparacion superior de células madre o precursoras hematopoyéticas que
presentan un aumento del injerto/potencial de injerto y/o aumento de expansiéon. En diversas realizaciones, las
células se expanden o proliferan in vivo. En otras diversas realizaciones, las células se tratan ex vivo, se administran
a un sujeto y se expanden o proliferan in vivo.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicion terapéutica que comprende una poblacién de células que
comprende al menos aproximadamente un millén de células madre o precursoras hematopoyéticas humanas en la
que a) las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto ex vivo a una temperatura de
aproximadamente 37 °C con un agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células; b) la expresion
genética de CXCR4 aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas en al menos aproximadamente 2
veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto; y c) en la que la composicion terapéutica comprende una suspension terapéuticamente aceptable, estéril
de células madre o precursoras hematopoyéticas preparada para su administracion a un paciente.

En una realizacién en particular, la expresion genética de CXCR4 en las células madre o precursoras
hematopoyéticas de la composicion terapéutica aumenta al menos aproximadamente 3 veces en comparacion con la
expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

En una realizacién, la poblacién de células comprende una coleccién de células CD34" en la que la expresién
genética de CXCRA4 en la coleccién de células CD34" aumenta al menos aproximadamente 3 veces en comparacién
con una coleccién de células CD34" no puesta en contacto.

En ofra realizacion, la expresion genética de CXCR4 aumenta de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8
veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto.

En ofra realizacion de la composicion terapéutica, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos
aproximadamente 4 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto.

En ofra realizacion de la composicion terapéutica, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos
aproximadamente 6 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto. Ademas en otra realizacion de la composicion terapéutica, la expresion
genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 7 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en
una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

En ofra realizacion de la composicion terapéutica, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos
aproximadamente 8 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto. En otra realizacion de la composicion terapéutica, la expresion genética de
CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 10 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula
madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

Ademas en otra realizacién de la invencion, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente
12 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 654 994 T3

en contacto.

En una realizacién adicional de la invencion, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente
16 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta
en contacto.

En algunas realizaciones, la expresion genética de CXCR4 en las células madre o precursoras hematopoyéticas que
comprenden la composicion terapéutica aumenta de aproximadamente 8 a aproximadamente 18 veces en
comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

En diversas realizaciones de la invencion, el agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células
madre o precursoras hematopoyéticas se selecciona entre el grupo que consiste en un potenciador de AMPc, un
activador de Ga-s, y un compuesto que se une de forma selectiva al subtipo EP4 de receptor de PGE-.

En realizaciones en particular, el agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células madre o
precursoras hematopoyéticas es PGE,, o un andlogo o derivado de PGE;. En realizaciones mas particulares, el
agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células madre o precursoras hematopoyéticas es
16,16-dimetil PGE>.

En una realizacion de la composicion terapéutica de la invencion, las células madre o precursoras hematopoyéticas
se pusieron en contacto con el agente durante un periodo de tiempo de al menos aproximadamente una hora. En
diversas realizaciones, las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto con el agente
durante un periodo de tiempo de aproximadamente una hora a aproximadamente seis horas. En realizaciones en
particular, las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto con el agente durante un
periodo de tiempo de aproximadamente dos horas a aproximadamente seis horas. En realizaciones mas
particulares, las células madre o precursoras hematopoyéticas que comprenden la composicion terapéutica se
pusieron en contacto con el agente durante un periodo de tiempo de aproximadamente dos horas.

En realizaciones en particular de la invencion, las células madre o precursoras hematopoyéticas que comprenden la
composicion terapéutica comprenden un elemento distintivo de la expresion genética en el que la expresion de uno o
mas genes distintivos aumenta al menos aproximadamente 2 veces en comparacion con la expresion del uno o mas
genes distintivos en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto, en la que el gen distintivo
se selecciona entre el grupo que consiste en: hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM),
proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor
nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1),
y antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2).

En realizaciones mas particulares, la expresion de al menos dos de los genes distintivos aumenta al menos 5, 10,
15, o 20 veces en comparacion con la expresion de los dos genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto. En realizaciones mas particulares, la expresion de cada uno de los genes
distintivos aumenta al menos aproximadamente 2 veces en comparacion con la expresion de los genes distintivos en
una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

En diversas realizaciones, la poblacion de células que comprende la composicién terapéutica comprende menos de
aproximadamente un 0,10, 0,50, 1,0, 3, 5, 10, 15, 20, o un 30 % de células CD34". En algunas realizaciones, la
poblacién de células comprende al menos aproximadamente un ,01 % y no mas de aproximadamente un 50 % de
células CD34".

En algunas realizaciones, la poblacién de células no se expande ex vivo.

En diversas realizaciones, la composicion terapéutica se genera en un centro de atencién y se administra en un
paciente sin cultivar la poblacion de células. En algunas realizaciones, la composicion terapéutica se genera a las 24
horas de administracion de la composicion al paciente. En algunas realizaciones, la composicion terapéutica se
genera a las 12 horas de administracion de la composicion al paciente. En algunas realizaciones, la composicion
terapéutica se genera a las 6 horas de administracion de la composicién al paciente. En algunas realizaciones, la
composicion terapéutica se genera el dia de infusion de la composicion.

En algunas realizaciones, la composicion terapéutica esta sustancialmente libre del agente. En diversas
realizaciones, la composicion terapéutica comprende células madre o precursoras hematopoyéticas suspendidas en
una solucion de albumina de suero humano al 5 % y dextrano.

En algunas realizaciones, la composicion terapéutica comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %,
15 %, 10 % o un 5 % de células madre mesenquimales. En realizaciones en particular, la composicion terapéutica
comprende no mas de aproximadamente un 10 % de células madre mesenquimales.

En algunas realizaciones, la composicion terapéutica comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %,
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15 %, 10 % o un 5 % de células precursoras endoteliales. En realizaciones en particular, la composicion terapéutica
comprende no mas de aproximadamente un 10 % de células precursoras endoteliales.

En realizaciones en particular de la invencion, la poblacion de células comprende células positivas para el marcador
de superficie celular CD34, y comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de
células positivas para un marcador de superficie celular seleccionado entre el grupo que consiste en CD73, CD140B,
CD14 y VWF.

En realizaciones en particular, la poblacion de células que comprende la composicién terapéutica de la invencion
comprende células CD34" y comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de
células CD14%/CD45". En otras realizaciones de la invencién, la poblacién de células comprende células CD34" y
comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5% de células VWF'. En otras
realizaciones de la invencién, la poblacion de células comprende células CD34" y comprende menos de
aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de células CD140B".

En realizaciones mas particulares, la poblacion de células comprende células madre o precursoras hematopoyéticas
CD34" y comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15%, 10% o un 5% de células
CD14%/CD45", células VWF", células CD73", y células CD140B". En algunas realizaciones, la poblacién de células
es positiva para el marcador de superficie celular CD34 y es negativa para al menos un marcador de superficie
celular seleccionado entre el grupo que consiste en CD14, VWF, CD73, y CD140B. En otras realizaciones, la
poblacion de células es positiva para el marcador de superficie celular CD34 y es negativa para al menos los
marcadores de superficie celular CD14, VWF, CD73, y CD140B.

En diversas realizaciones de la invencién, al menos aproximadamente un 15 % de células dentro de la poblacién de
células expresa la proteina CXCRA4.

En algunas realizaciones, la poblacion de células se obtiene a partir de médula ésea, sangre del cordon umbilical, o
sangre periférica movilizada.

En realizaciones en particular, la poblacion de células presenta haplotipo de HLA. En realizaciones mas particulares,
la poblacion de células presenta haplotipo de HLA basandose en el grupo que consiste en HLA-A, HLA-B, HLA-C, y
HLA-DRB1. En algunas realizaciones, la poblacién de células que presenta haplotipo de HLA es compatible con un
sujeto humano especifico. En algunas realizaciones, la poblacion de células que presenta haplotipo de HLA tiene 4
de 6 compatibilidades de HLA con un sujeto humano especifico.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicién terapéutica que comprende una poblacion de células
que comprende al menos aproximadamente un millén de células madre o precursoras hematopoyéticas humanas en
la que a) las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto ex vivo a una temperatura de
aproximadamente 37 °C con 16,16-dmPGE; durante un periodo de tiempo de aproximadamente dos horas; b) las
células madre o precursoras hematopoyéticas comprenden una coleccién de células CD34" en la que la expresion
genética de CXCR4 aumenta en la coleccion de células CD34" en al menos aproximadamente 3 veces en
comparacién con la expresion de CXCR4 en células CD34" no puestas en contacto; y c) en la que la composicidn
terapéutica comprende una suspension terapéuticamente aceptable, estérii de células madre o precursoras
hematopoyéticas preparada para su administracion a un paciente.

En algunas realizaciones, la poblacién de células comprende una coleccion de células CD34" en la que la expresion
genética de CXCRA4 en la coleccién de células CD34" aumenta al menos aproximadamente 3 veces en comparacién
con una coleccién de células CD34" no puesta en contacto.

En diversas realizaciones, la expresion genética de CXCR4 aumenta de aproximadamente 3 veces a
aproximadamente 8 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto. En realizaciones mas particulares, la expresion genética de CXCR4 aumenta
al menos aproximadamente 4 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto.

En otras realizaciones en particular, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 6 veces
en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto. En otras realizaciones en particular, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente
7 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta
en contacto. En otras realizaciones, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 8 veces
en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto. En otras realizaciones, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 10 veces en
comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.
En otras realizaciones, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 12 veces en
comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.
En otras realizaciones, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 16 veces en
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comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.
En otras realizaciones, la expresion genética de CXCR4 aumenta de aproximadamente 8 a aproximadamente 18
veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto.

En algunas realizaciones, las células madre o precursoras hematopoyéticas comprenden un elemento distintivo de la
expresion genética en el que la expresion de uno o mas genes distintivos aumenta al menos aproximadamente 2
veces en comparacion con la expresién del uno o mas genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto, en la que el gen distintivo se selecciona entre el grupo que consiste en:
hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad
(DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador
de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2).

En otras realizaciones, la expresion de al menos dos de los genes distintivos aumenta al menos 5, 10, 15, o 20
veces en comparacion con la expresion de los dos genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto.

En una realizacion en particular, la expresion de cada uno de los genes distintivos aumenta al menos
aproximadamente 2 veces en comparacion con la expresion de los genes distintivos en una célula madre o
precursora hematopoyética no puesta en contacto.

En otras realizaciones, la poblacién de células no comprende mas de aproximadamente un 0,10, 0,50, 1,0, 3, 5, 10,
15, 20, o un 30 % de células CD34". En realizaciones mas particulares, la poblacién de células comprende al menos
aproximadamente un ,01 % y no mas de aproximadamente un 50 % de células CD34".

En diversas realizaciones, la poblacién de células no se expande ex vivo.

En realizaciones en particular, la poblacion de células se obtiene a partir de médula 6sea, sangre del cordon
umbilical, o sangre periférica movilizada.

En algunas realizaciones, la poblacién de células presenta haplotipo de HLA.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicién terapéutica que comprende una poblacion de células
con haplotipo que comprende al menos aproximadamente un millon de células madre o precursoras
hematopoyéticas humanas en la que a) las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto
ex vivo a una temperatura de aproximadamente 37 °C con un agente que aumenta la expresion genética de CXCR4
en las células; b) la expresion genética de CXCR4 aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas en
al menos aproximadamente 2 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto; y c) en la que la composicion terapéutica comprende una suspension
terapéuticamente aceptable, estérii de células madre o precursoras hematopoyéticas preparada para su
administracion a un paciente.

En una realizacion en particular, la poblacion de células con haplotipo presenta haplotipo basandose en el grupo que
consiste en HLA-A, HLA-B, HLA-C, y HLA-DRB1. En realizaciones mas particulares, la poblacion de células con
haplotipo presenta haplotipo basandose en el grupo que consiste en HLA-DRB3/4/5, HLA-DQB1, y DPB1. En
algunas realizaciones, la poblacién de células con haplotipo es compatible con un sujeto humano especifico. En
diversas realizaciones, la poblacién de células que presenta haplotipo de HLA tiene 4 de 6 compatibilidades de HLA
con un sujeto humano especifico.

En algunas realizaciones, la expresion genética de CXCR4 en las células madre o precursoras hematopoyéticas
aumenta al menos aproximadamente 3 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en una célula madre o
precursora hematopoyética no puesta en contacto. En realizaciones en particular, la expresion genética de CXCR4
aumenta de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en
una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto. En otras realizaciones en particular, la
expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente 4 veces en comparacion con la expresion de
CXCR4 en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

En realizaciones en particular, el agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células madre o
precursoras hematopoyéticas se selecciona entre el grupo que consiste en un analogo o potenciador de AMPc, un
activador de Ga-s, y un compuesto que se une de forma selectiva al subtipo EPs de receptor de PGE;. En
realizaciones mas particulares, el agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células madre o
precursoras hematopoyéticas es 16,16-dimetil PGEx.

En diversas realizaciones, las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto con el agente
durante un periodo de tiempo de aproximadamente una hora a aproximadamente seis horas.
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En algunas realizaciones, las células madre o precursoras hematopoyéticas comprenden un elemento distintivo de la
expresion genética en el que la expresion de uno o mas genes distintivos aumenta al menos aproximadamente 2
veces en comparacion con la expresion del uno o mas genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto, en la que el gen distintivo se selecciona entre el grupo que consiste en:
hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad
(DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador
de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2).

En realizaciones en particular, la expresion de al menos dos de los genes distintivos aumenta al menos 5, 10, 15, o
20 veces en comparacion con la expresion de los dos genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto.

En otras realizaciones, la expresion de cada uno de los genes distintivos aumenta al menos aproximadamente 2
veces en comparacion con la expresion de los genes distintivos en una célula madre o precursora hematopoyética
no puesta en contacto. En otras realizaciones, la expresion de cada uno de los genes distintivos aumenta al menos
aproximadamente 4 veces en comparacion con la expresion de los genes distintivos en una célula madre o
precursora hematopoyética no puesta en contacto. En otras realizaciones, la expresion de cada uno de los genes
distintivos aumenta al menos aproximadamente 6 veces en comparacioén con la expresion de los genes distintivos en
una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

Ademas en otras realizaciones, la poblacién de células comprende menos de aproximadamente un 0,10, 0,50, 1,0,
3, 5,10, 15, 20, o un 30 % de células CD34".

En realizaciones mas particulares, la poblacion de células comprende al menos aproximadamente un ,01 % y no
mas de aproximadamente un 50 % de células CD34".

En algunas realizaciones, la poblacién de células no se expande ex vivo.

En otras realizaciones, la composicion terapéutica se genera en un centro de atencién y se administra en un
paciente sin cultivar la poblacién de células. En algunas realizaciones, la composicién terapéutica se genera menos
de aproximadamente un 24 horas antes de la administracién de la composicion al paciente. En algunas
realizaciones, la composicion terapéutica se genera menos de aproximadamente un 12 horas antes de la
administracion de la composicion al paciente. En algunas realizaciones, la composicion terapéutica se genera menos
de aproximadamente un 6 horas antes de la administracion de la composicion al paciente. En algunas realizaciones,
la composicion terapéutica se genera el dia de la infusion de la composicion.

En otras realizaciones, la poblacién de células que comprende la composicién terapéutica se obtiene a partir de
médula ésea, sangre del cordon umbilical, o sangre periférica movilizada.

En ofra realizacién, la invencién contempla, en parte, un método para preparar una composicion terapéutica para su
uso en un trasplante de células madre o precursoras hematopoyéticas que comprende: poner en contacto una
poblacion de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas, ex vivo o in vitro, a una
temperatura de aproximadamente 37 °C, en condiciones suficientes para modificar la expresion genética de las
células madre o precursoras hematopoyéticas para dar como resultado células madre o precursoras
hematopoyéticas que comprenden un elemento distintivo de la expresion genética que comprende el aumento de la
expresion, en comparacion con células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto, de uno o mas
de los siguientes genes: hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de union a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4
de doble especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2),
renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo I, alfa 1 (COL1A1), antigeno 2
relacionado con Fos (FOSL2), o receptor 4 de quimioquina CXC (CXCR4).

En otra realizacion, la invencién contempla, en parte, un método para aumentar el injerto de células madre o
precursoras hematopoyéticas en un sujeto que comprende: poner en contacto una poblacion de células que
comprende células madre o precursoras hematopoyéticas ex vivo a una temperatura de aproximadamente 37 °C con
uno o mas agentes seleccionados entre el grupo que consiste en PGE; y un agente que tiene actividad de dmPGE;
lavar la poblacién de células para eliminar sustancialmente el agente; y administrar la poblacién de células puesta en
contacto a un sujeto; en el que la poblacion de células se pone en contacto con el agente en las condiciones
suficientes para aumentar el injerto de las células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el
sujeto en comparacion con las células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto.

En una realizacion, la invencidon contempla, en parte, un método para tratar un sujeto con necesidad de
reconstitucion del sistema hematopoyético que comprende: seleccionar un sujeto con necesidad de reconstitucion
del sistema hematopoyético; poner en contacto una poblacidon de células que comprende células madre o
precursoras hematopoyéticas ex vivo a una temperatura de aproximadamente 37 °C con uno o mas agentes
seleccionados entre el grupo que consiste en PGE; y un agente que tiene actividad de dmPGEg; lavar la poblacion
de células para eliminar sustancialmente el agente; y administrar la poblacion de células puesta en contacto al
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sujeto; en el que la poblacién de células se pone en contacto con el agente en las condiciones suficientes para
aumentar el injerto de las células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto en
comparacion con las células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto tratando de ese modo al
sujeto con necesidad de reconstitucion del sistema hematopoyético.

En una realizacion adicional, la invencién contempla, en parte, un método para tratar un sujeto con necesidad de
reconstitucion del sistema hematopoyético que comprende: seleccionar el sujeto con necesidad de reconstitucion del
sistema hematopoyético; poner en contacto una poblacion de células que comprende células madre o precursoras
hematopoyéticas a una temperatura de aproximadamente 37 °C con uno o mas agentes seleccionados entre el
grupo que consiste en: una prostaglandina E, (PGE2) o un agente que tiene actividad de dmPGEy; lavar la poblacién
de células para eliminar sustancialmente el agente; y administrar la poblacion de células puesta en contacto al
sujeto; en el que la poblacién de células se pone en contacto con el agente en las condiciones suficientes para
aumentar el injerto de las células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto en
comparacion con las células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto tratando de ese modo al
sujeto con necesidad de reconstitucion del sistema hematopoyético.

En una realizacién mas, la invencién contempla, en parte, un método para preparar una poblacién de células para
aumentar la expansion de células madre o precursoras hematopoyéticas in vivo que comprende: poner en contacto
una poblacion de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas, ex vivo o in vitro, a una
temperatura de aproximadamente 37 °C, con uno o mas agentes seleccionados entre el grupo que consiste en: una
prostaglandina E, (PGE2) o un agente que tiene actividad de dmPGE_; en el que la poblacién de células se pone en
contacto con el agente en las condiciones suficientes para aumentar la expansion de las células madre o
precursoras hematopoyéticas puestas en contacto in vivo en comparacion con células madre o precursoras
hematopoyéticas no puestas en contacto.

En realizaciones en particular de los métodos de la invencién, la poblacién de células se obtiene a partir de médula
6sea, sangre del cordon umbilical, o sangre periférica movilizada.

En otras realizaciones en particular de la invencion, el agente que tiene actividad de dmPGE,; es dmPGE;, un
analogo o potenciador de AMPc, o un activador de Ga-s.

En ciertas realizaciones, el agente es PGE; o un analogo del mismo.
En ciertas realizaciones en particular, el analogo de PGE: es 16,16-dimetil PGE,.
En otras realizaciones en particular, el agente es un potenciador de AMPc.

En ciertas realizaciones de la invencioén, las condiciones suficientes para modificar la expresion genética de,
aumentar el injerto de o potencial de injerto de, o aumentar la expansion de, la poblacion de células madre o
precursoras hematopoyéticas puesta en contacto comprende poner en contacto la poblacién de células con el uno o
mas agentes durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 6 horas, en las que al
menos uno de los agentes comprende un agente que aumenta la sefalizacion de PGE;R, o PGE2R4 en las células
madre o precursoras hematopoyéticas. En ciertas realizaciones, las células madre o precursoras hematopoyéticas
se ponen en contacto a una temperatura de aproximadamente 37 °C durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 2 horas con una concentracion de aproximadamente 10 uM del agente que aumenta la
sefializacion de PGE2R» o PGE2R; en las células madre o precursoras hematopoyéticas.

En ofras realizaciones, la poblacion de células madre o precursoras hematopoyéticas se pone en contacto con una
concentracion de aproximadamente 10 yM o mas de 16,16-dimetil PGE; y durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 1 hora a aproximadamente 6 horas.

En realizaciones adicionales, la poblacion de células se pone en contacto con una concentracion de
aproximadamente 16,16-dimetil PGE; 10 uM y durante un periodo de tiempo de aproximadamente 2 horas.

En realizaciones en particular, el aumento del potencial de injerto de las células madre o precursoras
hematopoyéticas puestas en contacto en la poblacion celular comprende un aumento de la expresién genética de
uno o mas de hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble
especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN),
modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), antigeno 2 relacionado con Fos
(FOSL2), o receptor 4 de quimioquina CXC (CXCR4) en comparacion con células madre o precursoras
hematopoyéticas no puestas en contacto, un aumento de la capacidad de autorrenovacion en comparacion con las
células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto, y ninguna disminucién sustancial de la
viabilidad celular en comparacion con células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto.

En algunas realizaciones de la invencion, la poblacion de células que comprende células madre o precursoras
hematopoyéticas se prepara en un recipiente sin endotoxinas que comprende un dispositivo indicador de la
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temperatura que comprende al menos un indicador de temperatura que produce una sefal que indica la temperatura
del recipiente y un dispositivo que indica el tiempo transcurrido que comprende al menos un indicador del tiempo
transcurrido; y en el que el recipiente es adecuado para almacenamiento celular, el tratamiento de células, o de
células, e infusion celular.

En ciertas realizaciones de la invencion, incluyendo los métodos de la invencidon para preparar una poblacion de
células para un trasplante de células madre o precursoras hematopoyéticas, y para preparar una poblacion de
células para aumentar la expansion de células madre o precursoras hematopoyéticas, la poblacion de células puesta
en contacto se administra a un sujeto con necesidad de la misma, tal como un sujeto con necesidad de terapia
celular, y el método de la invencién comprende adicionalmente administrar la poblacion de células puesta en
contacto a un sujeto con necesidad de la misma.

En ciertas realizaciones en particular, el sujeto tiene leucemia mielégena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda
(ALL), leucemia mieldégena cronica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mielomonocitica juvenil,
linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, anemia aplasica grave, anemia de Fanconi,
hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), aplasia pura de glébulos rojos, amegacariocitosis/trombocitopenia
congénita, sindrome de inmunodeficiencia combinada grave (SCID), sindrome de Wiskott-Aldrich, beta-talasemia
mayor, anemia drepanocitica, sindrome de Hurler, adrenoleucodistrofia, leucodistrofia metacromatica, mielodisplasia,
anemia refractaria, leucemia mielomonocitica crénica, metaplasia mieloide agnogénica, linfohistiocitosis
hemofagocitica familiar, tumores solidos, enfermedad granulomatosa crénica, mucopolisacaridosis, o anemia de
Diamond Blackfan.

En otras ciertas organizaciones en particular, el sujeto tiene cancer de mama, cancer de ovario, cancer cerebral,
cancer de prostata, cancer de pulmon, cancer de colon, cancer de piel, cancer de higado, cancer pancreatico, o
sarcoma.

En otras ciertas realizaciones, el sujeto recibe quimioterapia o terapia de radiacion ablativa o no mieloablativa de
médula désea.

En otras realizaciones, el sujeto es un donante de médula 6sea.

En realizaciones en particular, la poblacién de células comprende una o mas unidades de sangre de cordon
umbilical. En ciertas realizaciones, al sujeto se le administran una o mas unidades de sangre de cordén umbilical. En
otras realizaciones, al sujeto se le administra una unidad de sangre de cordon umbilical parcial. En otras
realizaciones en particular, al sujeto se le administra una unidad de sangre del cordén umbilical.

En otras realizaciones, la poblacion de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas es
autogénica para el sujeto.

En ciertas realizaciones, la poblacién de células esta inmovilizada desde la sangre periférica o médula 6sea del
sujeto.

En otras realizaciones, la poblacion de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas es
alogénica para el sujeto.

Breve descripcion de las vistas varias de las figuras

La Figura 1 muestra una representacion en diagrama de la ruta de sefializacion celular del receptor » de
prostaglandina Ex/receptor acoplado a la proteina G del receptor 4 presente en células madre y precursoras
hematopoyéticas.

La Figura 2 muestra un diagrama de flujo experimental para los andlisis de poblaciones purificadas de células
CD34" o sangre de cordén umbilical humano tratados con 16,16-dimetil PGE, en diferentes conjuntos de
condiciones experimentales.

La Figura 3 muestra los resultados para ensayos de AMPc en células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE> en
diferentes conjuntos de condiciones experimentales.

La Figura 4 muestra un diagrama de dispersion de datos de expresion genética de células CD34" tratadas con
vehiculo en el eje x con respecto a datos de expresidn genética de células CD34" tratadas con 16,16-dimetil
PGE 10 uM en el eje y. Se observa el aumento del 8 veces en la expresion de CREM y el aumento de 18 veces
en la expresién de CXCR4 en células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE2 10 M en comparacién con células
tratadas con vehiculo.

La Figura 5 muestra un diagrama de flujo experimental para el analisis de tiempo de tratamiento en la expresion
genética de células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 pM.
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La Figura 6 muestra los perfiles de expresién genética de células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 yM
(eje y) con respecto a células tratadas con vehiculo (eje x) para tiempos de tratamiento de 5, 15, 30, 60, y
120 minutos. Los perfiles de expresién genética se obtuvieron después del periodo de incubacion de
120 minutos.

La Figura 7 muestra los perfiles de expresion genética de células CD34" tratadas a 37 °C durante 120 minutos
con cualquiera de 100 nM, 1 uM, 10 yM, o 100 uM de 16,16-dimetil PGE: (eje y) con respecto a células tratadas
con vehiculo (eje x).

La Figura 8 muestra los perfiles de expresion genética de células CD34" purificadas a partir de sangre de cordén
umbilical que se trataron a 37 °C durante 120 minutos con cualquiera de 100 nM, 1 uM, 10 uM, 25 uM, o 50 uM
de 16,16-dimetil PGE- (eje y) con respecto a células tratadas con vehiculo (eje x).

La Figura 9 muestra los perfiles de expresion genética de células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM
durante 60 minutos (paneles de la parte superior) o 120 minutos (paneles de la parte inferior) y tratadas a 37 °C
(paneles de la parte izquierda) o 4 °C (panel de la parte derecha superior) o 25 °C (panel de la parte derecha
inferior) (eje y) con respecto a células tratadas con vehiculo (gje x).

La Figura 10 muestra que las células CD34" incubadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM durante 120 minutos a
37 °C no disminuye la viabilidad celular en comparacion con las células tratadas con vehiculo o las células
tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM durante 120 minutos a 4 °C.

La Figura 11 muestra que las células CD34" incubadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM durante 120 minutos a
37 °C no disminuye la capacidad de las células para formar unidades formadoras de colonias en comparacion
con las células tratadas con vehiculo o las células tratadas con 16,16-dimetil PGE2 10 uM durante 120 minutos a
4 °C. Unidad formadora de colonias de granulocitos - monocitos (CFU-GM); Unidad formadora de colonias
eritroide (CFU-E); Unidad formadora de estallido eritroide (BFU-E); mezcla de unidades formadoras de colonias
de multiples linajes (CFU-GM/M/Eosi).

La Figura 12 muestra un esquema para los ensayos clinicos usando sangre del cordén umbilical humano tratada
con 16,16-dimetil PGE-.

La Figura 13 muestra analisis de expresion de todo el genoma del protocolo de tratamiento con 16,16-dimetil
PGE.. La Figura 13A muestra la expresion genética en células tratadas a 4 °C durante 1 hora. Las células se
trataron con 16,16-dimetil PGE, 10 uM (eje y; N = 3) en comparacién con los controles de DMSO (N = 3). La
Figura 13B muestra la expresion genética en células tratadas a 37 °C durante 2 horas. Las células se trataron
con 16,16-dimetil PGE2 10 uM (eje y; N = 3) en comparacion con los controles de DMSO (N = 3).

La Figura 14 muestra estudios de validacion de analisis de expresion genética para células incubadas tratadas
con 16,16-dimetil PGE> 10 uM incubado a 37 °C usando la plataforma de expresion genética Fluidigm. La Figura
14A muestra la expresion genética de un grupo de genes seleccionados en células CD34" tratadas con 16,16-
dimetil PGE, 10 uM a 37 °C durante 0, 20, 40, 60, 80, 120, 180 y 240 minutos en comparacion con los controles
tratados con vehiculo. La Figura 14B muestra la expresion genética media de los genes distintivos enumerados
en la Tabla 3 en células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM a 37 °C durante 0, 20, 40, 60, 80, 120,
180 y 240 minutos en comparacion con los controles tratados con vehiculo. Los siguientes genes tuvieron un mal
rendimiento y se excluyeron en la determinacion de la expresion genética media que se muestra en la Figura
14B: ARPC2, CXCL5, CXCL6, FGF9, GNAL, GULP1, LRIG2, PDE4D, PLAT(1), PLAT(2), SSTR1, SYT4 y
TMCCS3. Los siguientes genes constitutivos se usaron para normalizar la determinacién de la expresion genética
media que se muestra en el Panel B: ACTB, GAPDH, HPTR1, y QARS. La Figura 14C muestra la expresion
genética media de CXCR4 en células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM a 37 °C durante 0, 20, 40,
60, 80, 120, 180 y 240 minutos en comparacion con los controles tratados con vehiculo. Todos los perfiles de
expresion genética para la Figura 14 se obtuvieron después del tratamiento de las células durante el periodo de
tiempo especificado y sin incubacion adicional de las células después del tratamiento.

La Figura 15 muestra un tratamiento de pulso de células tratadas con 16,16-dimetil PGE> 10 uM suficiente para
dirigir el efecto biolégico completo o las células tratadas con DMSO. Las células CD34" se incubaron con 16,16-
dimetil PGE; 10 yM durante diferentes periodos de tiempo tal como se muestra (0, 20, 40, 80 y 120 minutos)
seguido de un periodo de recuperacion sin 16,16-dimetil PGE» a 37 °C de modo que el tiempo de incubacion total
fue de 120 minutos. Los datos se analizaron usando la plataforma de expresidon genética Fluidigm. Las Figuras
15A y 15B muestran la expresion genética media de los genes distintivos enumerados en la Tabla 3 en células
CD34" tratadas con 16,16-dimetii PGE, 10 yM o DMSO a 37 °C durante 5, 15, 30, 60, y 120 minutos en
comparacion con los controles tratados con vehiculo. Los siguientes genes tuvieron un mal rendimiento y se
excluyeron en la determinacién de la expresidon genética media que se muestra en la Figura 15B: ACDY?7,
CCND1, CREB5, GULP1, MPPE1, PDE3B, PTGER2, RGS2, e YPEL4. Los siguientes genes constitutivos se
usaron para normalizar la determinacion de la expresion genética media que se muestra en la Figura 15B: ACTB,
ARPC2, GAPDG, HPRT1, LRIG2, y QARS. Los perfiles de expresion genéticas se obtuvieron después del
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periodo de incubacion de 120 minutos.

La Figura 16 muestra el efecto de la concentracion de 16,16-dimetil PGE, o tratamiento con DMSO en la
expresion genética usando la plataforma de expresion genética Fluidigm. Las Figuras 16A y 16B muestran la
expresion genética media de los genes distintivos enumerados en la Tabla 3 en células CD34" tratadas con 0,
0,1, 1, 10, 50 y 100 uM de 16,16-dimetil PGE; o DMSO durante 120 minutos a 37 °C en comparacién con los
controles tratados con vehiculo. Los siguientes genes tuvieron un mal rendimiento y se excluyeron en la
determinacion de la expresion genética media que se muestra en la Figura 16B: ACDY7, CCND1, CREBS,
GULP1, FGFR1, FLJ27352, MPPE1, PDE4D, PTGER2, PDG3B, e YPEL4. Los siguientes genes constitutivos se
usaron para normalizar la determinacion de la expresion genética media que se muestra en la Figura 16B: ACTB,
ARPC2, GAPDH, HPRT1, LRIG2, y QARS.

La Figura 17 muestra el analisis de expresion genética de células tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM a 37 °C
durante 2 horas en comparacion con células tratadas con DMSO. La Figura 17A muestra el analisis de expresion
de todo el genoma de células de sangre de todo el corddon umbilical tratadas con 16,16-dimetil PGE2 10 uM a
37 °C durante 2 horas en comparacion con células de sangre del cordon umbilical tratadas con DMSO. La Figura
17B muestra el analisis de expresion de todo el genoma de células Lin+ CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE,
10 yM a 37 °C durante 2 horas en comparacién con células Lin(+) CD34" tratadas con DMSO. La Figura 17C
muestra el andlisis de expresion de todo el genoma de células Lin(-) CD34" CD38" tratadas con 16,16-dimetil
PGE, 10 uM a 37 °C durante 2 horas en comparacion con células Lin(-) CD34" CD38" tratadas con DMSO. La
Figura 17D muestra el analisis de expresién de todo el genoma de células Lin(-) CD34" CD38" CD90" tratadas
con 16,16-dimetil PGE, 10 uM a 37 °C durante 2 horas en comparacion con células Lin(-) CD34" CD38" CD90"
tratadas con DMSO.

La Figura 18 muestra la expresién de CXCR4 en células tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM tratadas a
diferentes temperaturas durante diferentes de de tiempo. La Figura 18A muestra las condiciones experimentales
comparadas en esta serie de experimentos. La Figura 18B muestra la expresion de la superficie celular de
CXCR4 a 1, 6, y 24 horas después del tratamiento en células tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM o DMSO a
4 °C durante 1 hora y células tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM o DMSO a 37 °C durante 2 horas. La Figura
18C muestra el porcentaje de células que expresan CXCR4 en la superficie celular a 1, 6, y 24 horas después
del tratamiento en células tratadas con 16,16-dimetil PGE> 10 yM o DMSO a 4 °C durante 1 hora y células
tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM o DMSO a 37 °C durante 2 horas.

La Figura 19 muestra analisis de viabilidad y proliferacién de células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE;
10 uM en los periodos de tiempo y temperaturas indicados. Las células tratadas se analizaron a continuacion
usando un ensayo de CFU-S in vivo. La Figura 19A muestra que la incubacion a 37 °C aumenta el nimero de
células precursoras hematopoyéticas.

La Figura 19B muestra datos de viabilidad celular para células de sangre de todo el cordén umbilical humano
incubadas con 16,16-dimetil PGE; a diversas concentraciones durante 120 minutos a 4 °C, 25°C, y 37 °C. La
Figura 19C muestra datos de viabilidad celular para células CD34" humanas incubadas con 16,16-dimetil PGE; a
diversas concentraciones durante 120 minutos a 4 °C y 37 °C. La Figura 19D muestra un aumento en la
formacién de colonias de CFU-C en células CD34" tratadas con dmPGE; a 37 °C en comparacién con células
CD34" tratadas con DMSO o con dmPGE; a 4 °C.

La Figura 20 muestra un diagrama de flujo experimental para un ensayo funcional de quimiotaxis in vitro. Las
células CD34" se tratan con 16,16-dimetil PGE2 10 pM o control de DMSO durante 4 horas, y a continuacion se
transfieren para un ensayo de pocillo de migracion durante 4 horas en presencia de 0 - 50 ng/ml de SDF1a.

La Figura 21 muestra datos representativos para un ensayo funcional de quimiotaxis in vitro. Las células CD34"
se tratan con 16,16-dimetil PGE; 10 uM o control de DMSO durante 4 horas, y a continuacion se transfieren para
un ensayo de pocillo de migracién durante 4 horas en presencia de 0 - 50 ng/ml de SDF1a.

La Figura 22A muestra el analisis de expresién de todo el genoma de células CD34" tratadas con 16,16-dimetil
PGE: 10 pM durante 120 minutos a 4 °C, 25 °C, o 37 °C (eje y) con respecto a células tratadas con vehiculo (eje
x). La Figura 22B proporciona el promedio de nimero de veces de cambio para un subconjunto de genes
distintivos en las células a partir del analisis de expresion que se ilustra en la Figura 22A.

La Figura 23A muestra el analisis de expresion de todo el genoma de células CD34" tratadas a 37 °C con
dmPGE; 10 uM o forskolina (eje y) durante 120 minutos con respecto a células tratadas con vehiculo (eje x). La
Figura 23B (panel superior) muestra el promedio de nimero de veces de cambio para un subconjunto de genes
distintivos que se ilustra en la Figura 23A en las células tratadas con dmPGE: o forskolina. La Figura 23B (panel
inferior) muestra el promedio de numero de veces de cambio con qPCR de Fluidigm para un subconjunto de
genes distintivos en células CD34" tratadas a 37 °C con dbAMPc 1 mM durante 120 minutos o tratadas con
dmPGE: durante 120 minutos.
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La Figura 24 muestra una estrategia experimental para realizar trasplantes de células hematopoyéticas en
ratones usando las composiciones terapéuticas de la invencion.

Descripcion detallada
A. Introduccion

La invencidn proporciona composiciones terapéuticas y métodos para mejorar la eficacia del trasplante de células
madre o precursoras hematopoyéticas y se dirige a los desafios de miltiples facetas enfrentados por la profesion
médica en este campo de la terapia celular regenerativa. Los inventores analizaron varios parametros bioldgicos de
poblaciones de células madre o precursoras hematopoyéticas tratadas con agentes que modifican la expresion
genética de las células, incluyendo agentes que estimulan la ruta de la prostaglandina y que regulan de forma
positiva la expresion genética y de la superficie celular de CXCR4, para desarrollar métodos para aumentar la
eficacia de las células madre o precursoras hematopoyéticas usadas en trasplantes de células madre. La eficacia en
la reconstitucion de una poblacién de células del sistema hematopoyético de un sujeto después del trasplante
depende de propiedades tales como la capacidad de las poblaciones celulares para migrar de forma dirigida e
injertarse en la médula dsea, autorrenovarse, y proliferar in vivo. La invencion proporciona un método para modular
una poblacion celular para mejorar las propiedades celulares de este tipo y proporcionar mejoras terapéuticas
resultantes en la reconstitucion hematopoyética.

De forma especifica, la invencién proporciona una composicion terapéutica que comprende un aumento de la
poblacion de células madre o precursoras hematopoyéticas humanas, y métodos para preparar y usar la
composicion terapéutica mejorada en trasplantes de células madre. La composicion terapéutica de la invencion
comprende una poblacién de células madre o precursoras hematopoyéticas humanas que se han modificado ex vivo
para aumentar las propiedades terapéuticas de la poblacién celular antes de su uso en la poblaciéon celular en
terapias de trasplante. Las células modificadas de la composicion terapéutica demuestran un aumento de la
capacidad para migrar de forma dirigida e injertarse en la médula 6sea, y ademas poseen una mejora de la viabilidad
celular y capacidades de autorrenovacion.

Las propiedades terapéuticas de las células madre y precursoras hematopoyéticas de la composicion terapéutica,
incluyendo la capacidad de injerto y migracion dirigida de las células, aumentan con un método para tratar la
poblacion celular ex vivo con un agente que modifica la expresion de genes en la célula que se cree que esta
asociada con la migracion dirigida e injerto celular, incluyendo a CXCR4. Por lo tanto el método de la invencién ceba
a las células que comprenden la composicidon terapéutica para conseguir el efecto terapéutico mas beneficioso
después del trasplante de las células. En el método de la invencién, las células madre o precursoras
hematopoyéticas de la composicion terapéutica se tratan con el agente ex vivo a temperaturas fisioldgicamente
relevantes, dando como resultado un aumento de la expresion de genes asociado con las propiedades bioldgicas
beneficiosas de las células, tales como migracion dirigida, injerto y expansion in vivo de la poblacion celular. En los
ejemplos que siguen a continuacion se demuestra que la composicién terapéutica que comprende las células madre
o precursoras hematopoyéticas mejoradas tiene ventajas en migracion dirigida, injerto, y proliferacion.

Por lo tanto la composiciéon terapéutica proporciona un método para mejorar el potencial injerto de células
sanguineas, incluyendo células sanguineas cosechadas y, con fines de claridad, sangre del cordén umbilical, y un
método para aumentar la migracion dirigida, viabilidad, y autorrenovacion en células hematopoyéticas trasplantadas.
Ademas, la presente invencion proporciona métodos de expansion de células madre y precursoras hematopoyéticas
in vivo. Las composiciones terapéuticas y métodos que se describen en la presente invencion pueden permitir el uso
de una unidad de corddn umbilical parcial o individual en trasplantes de sangre de corddn umbilical.

El tratamiento de referencia actual para la manipulacién de células madre hematopoyéticas antes del trasplante
requiere un control estricto de la temperatura a 4 °C para maximizar la viabilidad celular y un injerto satisfactorio
después del trasplante. La invencion demuestra que la estimulacion de la ruta de sefalizacién celular de la
prostaglandina en células madre y precursoras hematopoyéticas en condiciones que se cree que estan asociadas
con una disminucién de la viabilidad celular semivida del agente (tal como manipulaciéon de células a 37 °C durante
un periodo de dos horas) da como resultado de forma inesperada a un aumento de la capacidad de las células para
migrar de forma dirigida a la médula 6sea, aumentar la autorrenovacion, y aumentar el potencial de injerto de las
células madre/precursoras, sin influir de forma negativa en la viabilidad celular. De forma mas particular, los
inventores descubrieron que la exposicion prolongada (de al menos una hora) de las células madre o precursoras
hematopoyéticas con un agente de tratamiento que ejerce una actividad de PGE; a temperaturas fisioldgicamente
relevantes, tales como la temperatura corporal, es necesaria para conseguir un efecto bioldgico total. En particular,
el tratamiento de células madre o precursoras hematopoyéticas durante periodos de tiempo breves a temperaturas
fisioldgicamente relevantes da como resultado un aumento de la produccion de AMPc, pero de forma inesperada
nota como resultado un aumento de la expresion de los genes de los que se cree que estan asociados con la
migracion dirigida e injerto celular. Se necesitan periodos de tiempo de tratamiento celular mas largos a
temperaturas fisiolégicamente relevantes para conseguir un aumento de la expresion genética, y con la presente
invencion se demuestra que son necesarios para conseguir los efectos biolégicos necesarios para aumentar la
migracion dirigida e injerto celular. Sin desear quedar ubicado por ninguna teoria en particular, los métodos que se
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describen en el presente documento dan como resultado un aumento del potencial de proliferacion e injerto de las
células madre o precursoras hematopoyéticas después de su administracién a un sujeto.

La prostaglandina E> (PGE2) ejerce su funcién actuando en un numero de diferentes receptores de prostaglandina
en diversos tipos celulares, activando diversas rutas de sefializacion que incluyen, pero no se limitara, la ruta de PI3-
quinasa (PI3-K o PI3K). Estos receptores de prostaglandina representan una subfamilia de los siete receptores
transmembrana de la superficie celular denominados receptores acoplados a la proteina G (GPCR). Existen cuatro
subtipos de receptores de prostaglandina E,, PGE2R:, PGE2R;, PGE2R3y PGE2R4. Cuando se activa por un ligando
adecuado, o agonista, tal como una prostaglandina o analogo de la misma, por ejemplo, un agonista de PGE2R; o
PGE2R:, estos receptores de prostaglandina inicien una diversidad de funciones biolégicas corriente abajo. Por
ejemplo, la estimulacidn/activacion de la sefializacion celular de PGE2R; y/o PGE2R4 en células madre y precursoras
hematopoyéticas se acopla, en parte, a la activacion de alfa-s de la proteina G (Ga-s o Ga-s) y estimulacion de la
adenilato ciclasa.

La activacion de la adenilil ciclasa cataliza la conversion de ATP en AMPc. Los aumentos en la concentracion del
segundo mensajero AMPc pueden conducir a la activacion de canales y Unicos abiertos por nucleétidos ciclicos,
intercambio de proteinas activadas por AMPc tales como RAPGEF3. La especificidad de la sefializacion entre un
GPCR vy su ultima diana molecular a través de una ruta dependiente de AMPc se puede conseguir a través de la
formacion de un complejo de multiples proteinas, incluyendo GPCR, adenilil ciclasa, y la proteina efectora.

Como se ha indicado anteriormente, el AMP ciclico activa la proteina quinasa A (PKA, también denominada proteina
quinasa dependiente de AMPc). La PKA normalmente esta inactiva como una holoenzima tetramérica, que consiste
en 2 unidades cataliticas y 2 unidades reguladoras (C2Rz), con las unidades reguladoras bloqueando los centros
cataliticos de las unidades cataliticas. EI AMP ciclico se une a posiciones especificas en las unidades reguladoras
de PKA, disocia las subunidades reguladoras y cataliticas, y de ese modo activa las unidades cataliticas,
permitiendo la fosforilacion de proteinas sustrato. No todas las proteinas quinasa responden a AMPc, ya que varios
tipos de proteinas quinasa no son dependientes de AMPc, incluyendo, por ejemplo, la proteina quinasa C.

Las subunidades activas de PKA pueden catalizar la transferencia de fosfato de ATP a restos de serina o treonina de
sustratos proteicos. Las proteinas quinasa fosforiladas pueden actuar directamente sobre los canales idnicos en la
célula, o pueden activar o inhibir otras enzimas. La PKA también fosforila proteinas especificas que se unen a
regiones promotoras de ADN, causando un aumento de la expresioén de genes especificos. Los efectos corriente
abajo adicionales dependen de los diversos papeles de la PKA, que se pueden diferenciar basandose en el tipo de
célula. Por ejemplo, la PKA activada puede fosforilar un nimero de otras proteinas, incluyendo, por ejemplo,
proteinas que convierten glucéogeno en glucosa, proteinas que estimulan la contraccion muscular en el corazon
conduciendo a un aumento del ritmo cardiaco, y factores de transcripcion que regulan la expresion genética.

Por lo tanto, la estimulacién de las rutas de sefializacion celular de PGE2R; y PGE2R4 puede conducir a un aumento
de la activacion de factores de transcripcién tales como proteina de unién de elementos de respuesta a AMPc
(CREB) y genes diana de CREB, por ejemplo, modulador de elementos de respuesta a AMPc (CREM) (véase la
Figura 1). La administracion de células madre o precursoras hematopoyéticas que presentan un aumento de AMPc
puede mantener la viabilidad de las células madre/precursoras hematopoyéticas, puede aumentar la migracion
dirigida, puede aumentar la autorrenovacion, y puede proporcionar un aumento del injerto y un aumento de la
expansion de la poblacion celular trasplantada in vivo.

La estimulacién/activacion de la sefializacion celular de PGE2R; y PGE2R4 también esta asociada con un aumento
de la fosforilacion de la glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK-3) y un aumento de la sefalizacién de la B-catenina (Hull
et al., 2004; Regan, 2003), ambas de las cuales indican la activacion de la ruta de Wnt. La estimulacion de PGE; de
la ruta de Wnt puede aumentar de forma activa la proliferacion de células madre/precursoras hematopoyéticas, y la
autorrenovacion a través de sefalizacion desde el nicho de células madre asi como desde dentro de las propias
células (North et al., 447 (7147) Nature 1007-11 (2007)). La activacion de la ruta de Wnt en células madre y
precursoras hematopoyéticas también prevé conducir a un aumento de la expansion de la poblacién de células in
vivo.

También se ha mostrado que la estimulacion de PGE2R4 activa la ruta de PI3K, y también puede ser importante para
conseguir los efectos biologicos deseados de aumento de la migracion dirigida, proliferacion, supervivencia, e injerto
de células madre. La estimulacién/activacion de las rutas de sefalizacion celular de PGE2R; y PGE2R;, tales como
la ruta de PI3K, también puede aumentar la expresioén de genes importantes para la migracion dirigida e injerto de
células madre, por ejemplo, receptor 4 de quimioquina CXC (CXCR4), selectinas, integrinas.

Antes del descubrimiento actual, las células madre y precursoras hematopoyéticas se trataron con compuestos con
la creencia de que los receptores EP se podrian saturar totalmente con el compuesto sometido a ensayo en
condiciones que maximizaran la viabilidad de las células y también la estabilidad del compuesto de tratamiento.

Se creyd que el tratamiento a 4 °C, de acuerdo con el tratamiento de referencia actual para trasplantes de células
madre hematopoyéticas proporcionaba un aumento de la viabilidad celular de las células tratadas, asi como una
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esperanza de aumento de la semivida de los compuestos sometidos a ensayo a esta temperatura en comparacion
con temperaturas mas elevadas, por ejemplo, 25 °C o 37 °C y periodos de incubacion mas largos, por ejemplo, dos,
tres, cuatro, o mas horas.

Sin desear quedar ligado por ninguna teoria en particular, la invenciéon contempla, en parte, que el injerto de células
madre o precursoras hematopoyéticas, la capacidad de las células para migrar de forma dirigida a la médula 6sea, y
la autorrenovacion de las células puede aumentar, y la viabilidad celular se puede mantener, tratando las células con
aumentos de temperatura durante periodos de incubacién prolongados con agentes que aumentan la expresion de
genes asociados con la migracion dirigida y el injerto.

Los agentes relevantes incluyen, por ejemplo, mejores composiciones de prostaglandina E, y agentes que tienen
actividad de dmPGE_, incluyendo analogos y potenciadores de AMPc, y/o activadores de Ga-s. Ademas, la presente
invencion demuestra que la administracion de células tratadas con agentes de este tipo, incluyendo prostaglandina
E, y agentes que tienen actividad de dmPGE,, a temperaturas fisioldgicamente relevantes (tales como la
temperatura corporal, o 37 °C) durante periodos de incubacion prolongados (es decir, al menos una hora) conduce
no solamente a un aumento del injerto celular sino que también va como resultado una expansion in vivo de la
poblacién de células madre y precursoras hematopoyéticas.

En consecuencia, en diversas realizaciones, la invencién proporciona una composicién terapéutica que comprende
células madre o precursoras hematopoyéticas humanas que se pusieron en contacto ex vivo a una temperatura de
aproximadamente 37 °C con un agente capaz de aumentar la expresion genética de CXCR4 en las células. La
invencion también proporciona métodos para preparar células madre y precursoras hematopoyéticas para su uso
como una composicion terapéutica para reconstitucion hematopoyética que comprende poner en contacto una
poblacion de células madre y/o precursoras hematopoyéticas con un agente capaz de aumentar la expresion
genética de CXCR4 en las células, tal como un agente que estimula la ruta de la prostaglandina, en condiciones que
optimizan el injerto y la expansién de la poblacion de células madre o precursoras hematopoyéticas.

En el presente documento los articulos "un", "uno", y "el" se usan para hacer referencia a uno o a mas de uno (es
decir, al menos a uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” se refiere a un elemento
o0 mas de un elemento.

Se deberia entender que el uso de la alternativa (por ejemplo, "0") hace referencia a una cualquiera, ambas, o
cualquier combinacion de las mismas de las alternativas. Como se usa en el presente documento, los términos
"incluir" y "comprender" se usan como sinénimos.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximado" o "aproximadamente" se refiere a una cantidad,
nivel, valor, numero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio, cantidad, peso o longitud que varia tanto como en
un 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o un 1 % con respecto a una cantidad, nivel, valor, numero,
frecuencia, porcentaje, dimension, tamafo, cantidad, peso o longitud de referencia. En una realizacion, el término
"aproximado" o "aproximadamente" se refiere a un intervalo de cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje,
dimension, tamano, cantidad, peso o
longitud + 15 %, + 10 %, + 9%, +8 %, 7 %, 6 %, £ 5%, +4 %,+3%,+2 %, 0+1% aproximadamente una
cantidad, nivel, valor, niumero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio, cantidad, peso o longitud de referencia.

A través de la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto lo requiera de otro modo, se entendera que
los términos "comprender”, "comprende" y "que comprende" implican la inclusion de una etapa o elemento o grupo
de etapas o elementos indicados pero no la exclusion de cualquier otra etapa o elemento o grupo de etapas o
elementos. Por "que consiste en" se hace referencia a que incluye, y se limita a, lo que sea que siga a la expresion
"que consiste en". Por lo tanto, la expresion "que consiste en" indica que los elementos enumerados son necesarios
u obligatorios, y que no pueden estar presentes otros elementos. Por "que consiste esencialmente en" se hace
referencia a la inclusion de cualquier elemento enumerado después de la expresion, y que se limita a otros
elementos que no interfieren con o contribuyen a la actividad faccion especificada en la divulgacion para los
elementos enumerados. Por lo tanto, la expresién "que consiste esencialmente en" indica que los elementos
enumerados son necesarios u obligatorios, pero que ningun otro elemento es opcional y puede estar presente o no
dependiendo de si influyen o no en la actividad o accién de los elementos enumerados.

A través de la presente memoria descriptiva la referencia a "una realizacion (en concreto)" o "una realizaciéon" se
refiere a que un elemento distintivo, estructura o caracteristica en particular descrita con referencia a la realizacion
esta incluida en al menos una realizaciéon de la presente invencion. Por lo tanto, no todas las apariciones de las
expresiones "en una realizacidon (en concreto)" o "en una realizacion" en diversos lugares a través de la presente
memoria descriptiva se refieren necesariamente a la misma realizacion. Ademas, los elementos distintivos,
estructuras, o caracteristicas en particular se pueden combinar de cualquier manera adecuada en una o mas
realizaciones.
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B. Composiciones Terapéuticas de la Invencién

La invencién proporciona una composicion terapéutica que comprende una poblacion de células madre o
precursoras hematopoyéticas humanas suspendidas en una solucién terapéuticamente aceptable, estéril adecuada
para su administraciéon a un paciente. La composicion terapéutica de la invencion comprende una poblaciéon de
células madre o precursoras hematopoyéticas humanas en la que las células madre o precursoras hematopoyéticas
se pusieron en contacto ex vivo con uno o mas agentes capaces de aumentar la expresion genética de CXCR4 en
las células, y en la que las células se caracterizan por un elemento distintivo de la expresidon genética que
comprende el aumento de la expresion, con respecto a las células madre o precursoras no puestas en contacto, de
CXCRA4. Las células madre o precursoras hematopoyéticas se pueden caracterizar basandose en el aumento de los
niveles de la expresion genética y de superficie celular de CXCR4.

En la composicion terapéutica de la invencion, la expresion genética de CXCR4 en las células madre o precursoras
hematopoyéticas aumenta al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, o 20 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en
células no puestas en contacto.

La composicién terapéutica de la invencion se puede caracterizar adicionalmente por un elemento distintivo de la
expresion genética de uno o mas genes distintivos seleccionados entre el grupo que consiste en hialuronano sintasa
1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4), anfirregulina
(AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador de elemento sensible a
AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2) que aumenta, con
respecto a las células no puestas en contacto.

Como se usa en el presente documento, una célula "no puesta en contacto" es una célula que no se ha tratado, por
ejemplo, cultivado, puesta en contacto, o incubado con un agente distinto a un agente de control. Las células
puestas en contacto con DMSO (un agente de control), o puestas en contacto con otro vehiculo no son células
puestas en contacto.

Un "gen distintivo", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier gen en el conjunto de genes
distintivos proporcionados en la Tabla 3. Por ejemplo, los genes distintivos incluyen hialuronano sintasa 1 (HAS1),
proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG),
proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc
(CREM), colageno, tipo I, alfa 1 (COL1A1), antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2), y receptor 4 de quimioquina
CXC (CXCR4). Con fines de claridad, los genes distintivos no incluyen a los genes constitutivos.

La expresion de un gen distintivo puede aumentar 2 o mas veces en comparacion con las células no puestas en
contacto, y en realizaciones en particular al menos 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15, o 20 veces. En algunas realizaciones, la
expresion de uno o mas genes distintivos aumenta en las células que comprenden la composicion terapéutica de la
invencion. En realizaciones en particular, la expresion de al menos 2, 3, 4, o mas de los genes distintivos aumenta al
menos 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15, o 20 veces en comparacién con las células no puestas en contacto. En diversas
realizaciones, la expresion de un gen distintivo puede aumentar con las células no puestas en contacto al menos 6
veces en comparacion con las células no puestas en contacto.

En realizaciones en particular de la invencion, la expresion genética de CXCR4 aumenta al menos aproximadamente
4 veces y la expresion genética de CREM aumenta al menos aproximadamente 10 veces.

Las células madre o precursoras hematopoyéticas humanas que comprenden la composicion terapéutica también se
deben caracterizar por un perfil de expresion genética en el que el promedio de veces de cambio de todos los genes
distintivos es al menos aproximadamente 2, 4, o 6 veces. En algunas realizaciones, el promedio de veces de cambio
de todos los genes distintivos es al menos aproximadamente 4. En algunas realizaciones, el promedio de veces de
cambio de todos los genes distintivos es al menos aproximadamente 6. En algunas realizaciones, el promedio de
veces de cambio de al menos un 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, o un 90 % de los genes distintivos es
al menos 6 veces. En algunas realizaciones, el promedio de veces de cambio de al menos un 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, o un 90 % de los genes distintivos es al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 veces. En
realizaciones en particular, la composicion terapéutica se puede caracterizar por un perfil de expresion genética que
tiene el promedio de veces de cambio para todos los genes distintivos como se representa en la Figura 14(B), la
Figura 15(B), o la Figura 16(B).

El elemento distintivo de la expresion genética de las células madre o precursoras hematopoyéticas humanas que
comprende la composicion terapéutica se puede analizar, es decir, obtener, después de tratar las células con un
agente, o las células se pueden incubar durante un cierto periodo de tiempo después del tratamiento antes de
analizar el elemento distintivo de la expresion genética de las células. Por ejemplo, las células se pueden tratar ex
vivo con un agente, se pueden lavar para retirar el agente, y la expresion genética se puede analizar sin incubacion
adicional de las células. Como alternativa, en algunas realizaciones, las células se tratan con un agente, se lavan
para retirar el agente de la poblacion celular, y a continuacion las células incuban ex vivo durante un cierto periodo
de tiempo antes de analizar el elemento distintivo de la expresidon genética de las células.
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En algunas realizaciones, las células se lavan para retirar el agente y a continuacion se incuban de una a seis horas
antes de analizar el elemento distintivo de la expresion genética de las células. En algunas realizaciones, las células
se lavan y a continuacién se incuban durante al menos aproximadamente una hora antes de analizar el elemento
distintivo de la expresion genética de las células. En algunas realizaciones, las células se lavan y a continuacién se
incuban durante aproximadamente dos horas antes de analizar el elemento distintivo de la expresion genética de las
células.

"Expresion genética", como se usa en el presente documento, se refiere a los niveles relativos de expresion y/o
patron de expresion de un gen en una muestra bioldgica, tal como las células madre y precursoras hematopoyéticas,
o poblacién de células madre o precursoras hematopoyéticas, en una composicién terapéutica de la invencion. La
expresion de un gen se puede medir a nivel del ADNc, ARN, ARNm, o combinaciones de los mismos. "perfil de
expresion genética" o "elemento distintivo de la expresion genética" se refiere a los niveles de expresion de multiples
genes diferentes medidos para la misma muestra, es decir, una poblacién de células.

En el presente documento esta incluido cualquier método disponible en la técnica para detectar la expresion de los
genes que caracterizan las células que comprenden la composicion terapéutica de la invencion. Como se usa en el
presente documento, la expresion "detectar la expresion" se refiere a determinar la cantidad por presencia de una
transcripcion de ARN o subproducto de expresiéon de un gen. Los métodos para detectar la expresion de genes, es
decir, formacion de perfiles de expresion genética, incluyen métodos basados en andlisis de hibridacion de
polinucleétidos, métodos basados en secuenciacion de polinucledtidos, métodos de inmunohistoquimica, y métodos
basados en protedmica. Los métodos detectan generalmente de productos de expresion (por ejemplo, ARNm) de los
genes de interés. En algunas realizaciones, se usan métodos basados en PCR, tales como PCR de transcripcion
inversa (RT-PCR) (Weis et al., TIG 8: 263-64, 1992), y métodos basados en matriz tales como micromatriz (Schena
et al., Science 270: 467-70, 1995). Por "micromatriz" se hace referencia a una colocacién ordenada elementos de
matriz hibridables, tales como, por ejemplo, sondas de polinucleétido, en un sustrato. El término "sonda" se refiere a
cualquier molécula que es capaz de unirse de forma selectiva a una biomolécula diana pretendida de forma
especifica, por ejemplo, una transcripcion de nucleétido o una proteina codificada por o que corresponde a un gen
intrinseco. Alguien con experiencia en la materia puede sintetizar sondas, o se pueden obtener a partir de
preparaciones bioldgicas apropiadas. Las sondas se pueden disefiar de forma especifica para su etiquetado. Los
ejemplos de moléculas que se pueden utilizar como sondas incluyen, pero no se limitan a, ARN, ADN, aptameros,
proteinas, anticuerpos, y moléculas organicas.

En la técnica se conocen bien algunos métodos generales para extraccion de ARN y se desvelan en libros de texto
convencionales de biologia molecular, incluyendo Ausubel et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, New York 1987-1999. Algunos métodos para extraccion de ARN a partir de tejidos embebidos en
parafina se desvelan, por ejemplo, en Rupp y Locker (Lab Invest. 56: A67, 1987) y en De Andres et al.
(Biotechniques 18: 42-44, 1995). En particular, el aislamiento del ARN se puede realizar usando un kit de
purificacion, un conjunto de tampon y proteasa a partir de fabricantes comerciales, tales como Qiagen (Valencia,
Calif.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, el ARN total de las células en cultivo se puede
aislar usando mini-columnas RNeasy de Qiagen. Otros kits de aislamiento de ARN disponibles en el mercado
incluyen MASTERPURE. Kit de Purificacion Completa de ADN y ARN (Epicentre, Madison, Wis.) y Kit de
Aislamiento de ARN en Bloque de Parafina (Ambion, Austin, Tex.). EI ARN total de las muestras de tejido se puede
aislar, por ejemplo, usando RNA Stat-60 (Tel-Test, Friendswood, Tex.). Ademas, grandes nimeros de muestras de
tejido se pueden procesar facilimente usando técnicas bien conocidas para alguien con experiencia en la materia, tal
como, por ejemplo, el proceso de aislamiento de ARN en una sola etapa de Chomczynski (documento de Patente de
Estados Unidos N.° 4.843.155).

El ARN aislado se puede usar en ensayos de hibridacion o amplificacion que incluyen, pero no se limitan a, analisis
de PCR y matrices de sonda. Un método para la deteccion de los niveles de ARN implica la puesta en contacto del
ARN aislado con una molécula de acido nucleico (sonda) que se puede hibridar al ARNm codificado por el gen que
se esta detectando. La sonda de acido nucleico puede ser, por ejemplo, un ADNc de longitud completa, o una parte
del mismo, tal como un oligonucleétido con una longitud de al menos 7, 15, 30, 60, 100, 250, o 500 nucledtidos y
suficiente para hibridarse de forma especifica en condiciones rigurosas a un gen intrinseco de la presente invencion,
o cualquier derivado de ADN o ARN. La hibridacion de un ARNm con la sonda indica que el gen intrinseco en
cuestion se esta expresando.

En una realizacion, el ARNm se inmoviliza sobre una superficie sélida y se pone en contacto con una sonda, por
ejemplo desarrollando el ARNm aislado sobre un gel de agarosa y transfiriendo el ARNm desde el gel a una
membrana, tal como nitrocelulosa. En una realizacién alternativa, las sondas se inmovilizan sobre una superficie
sélida y el ARNm se pone en contacto con las ondas, por ejemplo, en una matriz de chip de gen de Agilent. Un
experto en la materia puede adaptar facilmente los métodos de deteccion de ARNm conocidos para su uso en la
deteccion del nivel de expresion de los genes intrinsecos de la presente invencion.

Un método alternativo para determinar el nivel de expresion genética en una muestra implica el proceso de

amplificacién de acido nucleico, por ejemplo, mediante RT-PCR (documento de Patente de Estados Unidos
N.° 4.683.202), reaccion en cadena de ligasa (Barany, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189-93, 1991), replicacion de
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secuencias autosostenida (Guatelli ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-78, 1990), sistema de amplificacion
transcripcional (Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-77, 1989), Q-Beta Replicasa (Lizardi et al.,
Bio/Technology 6: 1197, 1988), replicacion de circulo rodante (documento de Patente de Estados Unidos
N.° 5.854.033), o cualquier otro método de amplificacién de acido nucleico, seguido de la deteccion de las moléculas
amplificadas usando técnicas bien conocidas por las personas con experiencia en la materia. Estos esquemas de
deteccion son especialmente Utiles para la deteccion de moléculas de acido nucleicos y las moléculas de este tipo
estan presentes en recuentos muy bajos.

En particular aspectos de la invencién en particular, la expresion genética se evalia mediante RT-PCR cuantitativa.
En la técnica se conocen numerosos protocolos diferentes de PCR o QPCR y en el presente documento se usan a
modo de ejemplo a continuacién y se pueden aplicar o adaptar directamente para su uso usando las composiciones
descritas en la actualidad para la deteccion y/o cuantificacion de los genes enumerados en la Tabla 3.
Generalmente, en PCR, una secuencia de polinucleétidos diana se amplifica por reaccion con al menos un cebador
de oligonucleétido o par de cebadores de oligonucleotidos. El cebador o cebadores se hibridan a una region
complementaria del acido nucleico diana y una ADN polimerasa amplia el cebador o cebadores para amplificar la
secuencia diana. En condiciones suficientes para proporcionar productos de amplificacién de acido nucleico basados
en polimerasa, un fragmento de acido nucleico de un tamafio domina los productos de reaccion (la secuencia de
polinucledtidos diana que es el producto de amplificacion). El ciclo de amplificacion se repite para aumentar la
concentracion de la secuencia de polinucleétidos diana individual. La reaccion se puede realizar en cualquier
termociclador usado normalmente para PCR. Sin embargo, los precedentes son los aparatos de ciclado con
capacidades de medicién de fluorescencia en tiempo real, por ejemplo, SMARTCYCLER (Cepheid, Sunnyvale,
Calif.), ABI PRISM 7700. (Applied Biosystems, Foster City, Calif.), ROTOR-GENE (Corbett Research, Sydney,
Australia), LIGHTCYCLER (Roche Diagnostics Corp, Indianapolis, Ind.), ICYCLER (Biorad Laboratories, Hercules,
Calif.) y MX4000 (Stratagene La Jolla, Calif.).

La PCR cuantitativa (QPCR) (también denominada PCR en tiempo real) es preferente en algunas circunstancias
porque proporciona no solamente una medicidon cuantitativa, sino también una reduccion del tiempo y la
contaminacion. En algunos casos, la capacidad de las técnicas de formacion de perfiles de expresion genética
completos es limitada debido a requisitos de tejido recién congelado y equipo de laboratorio especializado, haciendo
que el uso de rutina de las tecnologias de este tipo sea dificil en una instalacion clinica. Como se usa en el presente
documento, "PCR cuantitativa (o "QPCR en tiempo real")" se refiere al control directo del progreso de la
amplificacion de PCR ya que se esta produciendo sin la necesidad de toma de muestras repetidas de los productos
de reaccion. En la PCR cuantitativa, los productos de reaccién se pueden controlar a través de un mecanismo de
sefializacion (por ejemplo, fluorescencia) ya que se generan y se rastrean después de que la sefial se eleve por
encima de un nivel de fondo pero antes de que la reaccién alcance una meseta. El niUmero de ciclos necesarios para
conseguir un nivel detectable o "umbral" de fluorescencia varia directamente con la concentracion de las dianas
amplificables al inicio del proceso de PCR, lo que permite una medida de la intensidad de la sefial para proporcionar
una medida de la cantidad de acido nucleico diana en una muestra en tiempo real.

En otra realizacion de la invencién, para la formacién de perfiles de expresidon se usan micromatrices. Las
micromatrices son particularmente muy adecuadas para este fin debido a la reproducibilidad entre diferentes
experimentos. Las micromatrices de ADN proporcionan un método para la medicién simultanea de los niveles de
expresion de grandes numeros de genes. Cada matriz consta de un patron reproducible de sondas de captura a un
soporte soélido. EI ARN o ADN etiquetados, se hibrida a sondas complementarias en la matriz y a continuacion se
detecta mediante barrido con laser.

Las intensidades de hibridacion para cada sonda en la matriz se determinan y se convierten a un valor cuantitativo
que representa niveles relativos de expresion genética. Véanse, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados
Unidos N.” 6.040.138, 5.800.992 y 6.020.135, 6.033.860, y 6.344.316. Las matrices de oligonucleétidos de alta
densidad son particularmente Utiles para determinar el perfil de expresion genética para un gran numero de ARN en
una muestra.

El analisis de micromatrices se puede realizar con equipo disponible en el mercado, siguiendo protocolos del
fabricante, tales como usando la tecnologia GenChip de Affymetrix, la tecnologia Bead Array de lllumina, o la
tecnologia de micromatriz de inyeccion de tinta de Agilent.

Para eliminar la variacién demuestra la muestra se puede usar la "normalizaciéon”. Para datos de micromatrices, el
proceso de normalizacion tiene como objeto eliminar los errores sistematicos equilibrando las intensidades de
presencia de los dos colorantes de etiquetado. El sesgo del colorante puede provenir de diversas fuentes que
incluyen diferencias en las suspicacias del etiquetado con el colorante, sensibilidades al calor y la luz, asi como
ajustes del escaner para el barrido de dos canales. Algunos métodos usados normalmente para calcular el factor de
normalizacion incluyen: (i) normalizacion global que usa todos los genes en la matriz, tal como mediante analisis de
multiples matrices consistente a escala logaritmica (RMA); (ii) normalizacién de genes constitutivos que usa genes
constitutivos/invariables expresados constantemente; y (iii) normalizacidon de controles internos que usa una cantidad
conocida de genes de control exdgeno afiadidos durante la hibridacion (Quackenbush (2002) Nat. Genet. 32 (Supl.),
496-501). En una realizacion, la expresion de los genes desvelados en el presente documento se puede normalizar
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a genes constitutivos de control o mediante analisis de multiples matrices consistente a escala logaritmica (RMA).

En diversas realizaciones ilustrativas, la presente invencion proporciona, en parte, una composicion terapéutica que
comprende una poblacién de células para su uso en un trasplante, por ejemplo, un trasplante de médula ésea. Como
se usa en el presente documento, la expresion "poblacion de células" se refiere a una poblacion heterogénea u
homogénea de células que comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas. La poblacion de células que
comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas puede ser de células de médula ésea, células de sangre
del corddn umbilical, o células de sangre periférica movilizada, o una poblacion de células obtenidas a partir de
cualquier fuente adecuada, incluyendo médula 6sea, sangre periférica movilizada, y sangre del cordén umbilical
entre otros. La expresion "coleccion de células" también se refiere a una poblaciéon de células, y en algunas
realizaciones es sindnimo de "poblacion de células". Sin embargo, no es necesario que una coleccion de células
referencia a ninguna poblacién de células en particular.

Las células madre y/o precursoras hematopoyéticas, tanto si se obtienen a partir de sangre del cordéon umbilical,
médula 6sea, sangre periférica u otra fuente, se pueden cultivar, tratar o expandir en cualquier medio definido
disponible en el mercado o adaptado, adecuado, con o sin suero, si se desea (véase, por ejemJ)Io, Hartshorn et al.,
Cell Technology for Cell Products, paginas 221-224, R. Smith, Editor; Springer Netherlands, 2 07). Por ejemplo, en
ciertas realizaciones, el medio sin suero puede utilizar albumina y/o transferrina, que se ha mostrado que son utiles
para el crecimiento y la expansion de células CD34" en medio sin suero. Ademas, se pueden incluir citoquinas, tales
como ligando FIt-3, factor de células madre (SCF), y trombopoyetina (TPO), entre otros. Las HSC también se
pueden cultivar en recipientes tales como biorreactores (véase, por ejemplo, Liu et al., Journal of Biotechnology 124:
592-601, 2006). Un medio adecuado para expansion de las HSC ex vivo también puede comprender células de
soporte de HSC, tales como células del estroma (por ejemplo, células del estroma linforreticular), que se pueden
obtener, por ejemplo, a partir de la desagregacion de tejido linfoide, y que se ha mostrado que soportan el
mantenimiento, crecimiento, y diferenciacion de las HSC, asi como su progenie, in vitro, ex vivo, e in vivo.

En realizaciones en particular, la poblacién de células no se expande ex vivo o in vitro antes de su administracién a
un sujeto. En realizaciones en particular, se obtiene una poblacion de células sin expandir, la poblacion de células se
trata ex vivo de acuerdo con el protocolo proporcionado en el presente documento, se puede lavar para eliminar el
agente de tratamiento, y se puede administrar a un paciente sin expansion de la poblacion celular ex vivo. En
algunas realizaciones, las células se obtienen a partir de un donante, incluyendo sangre del cordén umbilical, y no se
expanden antes o después del tratamiento de las células, o en cualquier momento antes de la administracion de la
composicion terapéutica a un paciente. En una realizacién, una poblacién de células sin expandirse tratais se
administra a un paciente antes de cualquier division celular sustancial ex vivo de las células en la poblacion, o antes
del tiempo necesario para cualquier divisidn celular sustancial ex vivo. En otras realizaciones, una poblacién de
células sin expandir se trata y se administra a un paciente antes de cualquier mitosis ex vivo sustancial de las células
en la poblacion, poco antes del tiempo necesario para cualquier mitosis sustancial ex vivo. En algunas realizaciones,
una poblacion de células sin expandir se trata y se administra a un paciente antes del tiempo de duplicacion de las
células en la poblacién. En algunas realizaciones, a una poblacion de células sin expandir se trata y se administra a
un paciente dentro de las 6, 12, o 24 horas de tratamiento de las células. En otras realizaciones, una poblaciéon de
células sin expandir se trata y se administra a un paciente dentro de las 2 horas de tratamiento de las células.

En diversas realizaciones, la poblacion de células no se cultiva antes del tratamiento con un agente ex vivo o en
cualquier momento antes de su administracion a un paciente. En algunas realizaciones, la poblacion de células se
cultiva durante menos de aproximadamente 24 horas. En otras realizaciones, la poblacién de células cultiva durante
menos de aproximadamente 12 horas, 10 horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, o dos horas.

En diversas realizaciones, la poblacién de células que se trata con un agente como se describe en cualquier parte en
el presente documento y que posteriormente se administra a un sujeto es una poblacion de células heterogénea que
incluye, médula 6sea completa, sangre del cordon umbilical, sangre periférica movilizada, células madre
hematopoyéticas, células precursoras hematopoyéticas, y la progenie de células madre o precursoras
hematopoyéticas, incluyendo granulocitos (por ejemplo, promielocitos, mielocitos, metamielocitos, neutrdfilos,
eosinofilos, basdfilos), eritrocitos (por ejemplo, reticulocitos, erithrocitos), trombocitos (por ejemplo,
megacarioblastos, megacarioblastos productores de plaquetas, plaquetas), y monocitos (por ejemplo, monocitos,
macrofagos).

En una realizacién, la composicion terapéutica comprende una poblacién celular que consta de aproximadamente un
100 % de células madre y precursoras hematopoyéticas. En algunas realizaciones, la poblacion de células en la
composicion terapéutica tiene menos de aproximadamente un 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
o un 30 % de células madre y precursoras hematopoyéticas. En algunas realizaciones la poblacion de células tiene
menos de aproximadamente un 0,1 %, 0,5 %, 1%, 2 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, o un 30 % de células CD34".
En otras realizaciones, la poblacién de células tiene de aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 1 %, de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 3 %, de aproximadamente un 3 % a aproximadamente un 5 %, de
aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 15 %-20 %, aproximadamente un
20 %-25 %, aproximadamente un 25 %-30 %, aproximadamente un 30 %-35 %, aproximadamente un 35 %-40 %,
aproximadamente un 40 %-45 %, aproximadamente un 45 %-50 %, aproximadamente un 60 %-70 %,
aproximadamente un 70 %-80 %, aproximadamente un 80 %-90 %, aproximadamente un 90 %-95 %, o de
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aproximadamente un 95 % a aproximadamente un 100 % de células madre y precursoras hematopoyéticas. En
realizaciones en particular, la poblacién de células tiene de aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 1 %,
de aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 3 %, de aproximadamente un 3 % a aproximadamente un 5 %,
aproximadamente un 10 %- aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 15 %-20 %, aproximadamente un
20 %-25 %, aproximadamente un 25 %-30 %, aproximadamente un 30 %-35 %, aproximadamente un 35 %-40 %,
aproximadamente un 40 %-45 %, aproximadamente un 45 %-50 %, aproximadamente un 60 %-70 %,
aproximadamente un 70 %-80 %, aproximadamente un 80 %-90 %, aproximadamente un 90 %-95%, o
aproximadamente un 95 % a aproximadamente un 100 % de células CD34".

Las células en la composicion terapéutica de la invencion pueden ser autélogas/autogénicas ("auto) o no autélogas
("no auto", por ejemplo, alogénicas, singénicas o xenogénicas). "Autdlogo”, como se usa en el presente documento,
se refiere a células del mismo sujeto. "Alogénico”, como se usa en el presente documento, se refiere a células de la
misma especie que se diferencian genéticamente con respecto a la célula en comparacion. "Singénico", como se
usa en el presente documento, se refiere a células de un sujeto diferente que son genéticamente idénticas con
respecto a la célula en comparacion. "Xenogénico", como se usa en el presente documento, se refiere a células de
una especie diferente con respecto a la célula en comparacion. En realizaciones en particular, las células de la
invencion son alogénicas.

Una "célula madre" se refiere a una célula que es una célula diferenciada capaz de (1) autorrenovacion a largo
plazo, o la capacidad de generar al menos una copia idéntica de la célula original, (2) diferenciacién al nivel celular
individual en muiltiples, y en algunos casos solamente uno, tipo de célula especializada y (3) de regeneracion de
tejidos funcional in vivo. Las células madre se subclasifican, de acuerdo con su potencial de desarrollo, como
totipotentes, pluripotentes, multipotentes y oligo/unipotentes. Una "célula precursora" también tiene la capacidad de
autorrenovarse y diferenciarse en mas células maduras, pero esta destinada a un linaje (por ejemplo, los
precursores hematopoyéticos estan comprometidos con el linaje sanguineo; los precursores mieloide estan
comprometidos con el linaje mieloide; los precursores linfoides estan comprometidos con el linaje linfoide), mientras
que las células madre no estan necesariamente limitadas de este modo. "Autorrenovacion" se requiere una célula
con una capacidad Unica para producir células hijas no alteradas y por lo tanto suministrar y mantener sus indices de
poblacion, y para generar tipos de células especializadas (potencia). La autorrenovacion se quede conseguir de dos
formas. La division celular asimétrica produce una célula hija que es idéntica a la célula precursora y una célula hija
que es diferente a la célula precursora y es una célula precursora o diferenciada mas comprometida. La division
celular simétrica produce dos células hijas idénticas. "Proliferacion” o "expansion” de células se refiere a células que
se dividen de forma simétrica.

Las células madre hematopoyéticas (HSC) dan lugar a células precursoras hematopoyéticas comprometidas (HPC)
que son capaces de generar todo el repertorio de células sanguineas maduras durante el periodo de vida de un
organismo. La expresion "célula madre hematopoyética" o "HSC" se refiere a células madre multipotentes que da
lugar a todos los tipos de células sanguineas de un organismo, incluyendo los linajes mieloide (por ejemplo,
monocitos y macrofagos, neutrdfilos, basdfilos, eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, células
dendriticas), y linajes linfoides (por ejemplo, linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK), y otros conocidos en la técnica
(Véase Fei, R., et al., documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.635.387; McGlave, et al., documento de
Patente de Estados Unidos N.° 5.460.964; Simmons, P., et al., documento de Patente de Estados Unidos
N.°5.677.136; Tsukamoto, et al., documento de Patente de Estados Unidos N.°5.750.397; Schwartz, et al.,
documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.759.793; DiGuisto, et al., documento de Patente de Estados Unidos
N.° 5.681.599; Tsukamoto, et al., documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.716.827). Cuando se trasplantan
en animales o seres humanos irradiados de forma letal, las células madre hematopoyéticas pueden repoblar la
combinacioén de células hematopoyéticas eritroides, neutréfilos-macréfagos, megacariocitos y linfoides.

Las HSC se pueden identificar de acuerdo con ciertos marcadores fenotipicos o genotipicos. Por ejemplo, las HSC
se pueden identificar por su tamafio pequefio, falta de marcadores de linaje (lin), baja tincion (poblacion lateral) con
colorantes vitales tales como rodamina 123 (rodaminaDULL, también denominada rho'°) u Hoechst 33342, y presencia
de diversos marcadores antigénicos en su superficie, muchos de los cuales pertenecen al grupo de series de
diferenciacion (por ejemplo, CD34, CD38, CD90, CD133, CD105, CD45, y c-kit, el receptor para el factor de células
madre). Las HSC son principalmente negativas para los marcadores que se usan habitualmente para detectar el
compromiso del linaje y, por lo tanto, a menudo se denominan células Lin(-). La mayoria de las HSC humanas se
pueden caracterizar como CD34*, CD59", Thy1/CD90", CD38"", C-kit/CD117", y Lin(-). Sin embargo, no todas las
células madre estan cubiertas por estas combinaciones, ya que ciertas HSC son CD34/CD38". También algunos
estudios sugieren que las primeras células madre pueden carecer de c-kit en la superficie celular. Para las HSC
humanas, CD133 puede representar un marcador temprano, ya que se ha demostrado que las HSC tanto CD34"
como CD34 son CD133". En la técnica se sabe que las células CD34" y Lin(-) también incluyen células precursoras
hematopoyeéticas.

Las fuentes adecuadas de células madre o precursoras hematopoyéticas para su uso en los métodos de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, células aisladas u obtenidas de un érgano del cuerpo que contiene células
de origen hematopoyético. Por "aislado" se hace referencia al material que se retira de su entorno original. Por
ejemplo, una célula se aisla si se separa de algunos o todos los componentes que normalmente la acompafian en su
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estado nativo. Por ejemplo, una "poblacién de células aislada ", una "fuente de células aislada " o "células madre y
precursoras hematopoyéticas aisladas" y similares, se refieren a la separacion in vitro o ex vivo de una o mas células
de su entorno celular natural, y de asociacion con otros componentes del tejido u 6rgano, es decir, no se asocian de
forma significativa con sustancias in vivo.

Las células madre y precursoras hematopoyéticas para su uso en los métodos de la presente invencién pueden
presentar agotamiento de células hematopoyéticas maduras tales como linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK,
células dendriticas, monocitos, granulocitos, células eritroides y sus precursores comprometidos a partir de
aspiracion de médula ésea, sangre de cordon umbilical, o sangre periférica movilizada (producto de leucoféresis
movilizada). Las células maduras comprometidas con el linaje se empobrecen mediante inmunoempobrecimiento,
por ejemplo, mediante el etiquetado de sustratos soélidos con anticuerpos que se unen a un panel de los
denominados antigenos de "linaje™: CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD56, CD123, y CD235a. Se
puede realizar una etapa posterior para purificar ain mas la poblacién de células, en la que un sustrato etiquetado
con anticuerpos que se unen al antigeno CD34" se usa para aislar células madre y precursoras hematopoyéticas
primitivas. Los kits estan disponibles en el mercado para purificar células madre y precursoras hematopoyéticas de
diversas fuentes celulares y en realizaciones en particular, estos kits son adecuados para su uso con los métodos de
la presente invencion. Los kits disponibles en el mercado a modo de ejemplo para purificar células madre y
precursoras hematopoyéticas incluyen, pero no se limitan a, Kit de Agotamiento de Linaje (Lin) (Miltenyi Biotec); kit
de enriquecimiento de CD34" (Miltenyi Biotec); RosettaSep (Stem Cell Technologies).

La poblacién de las que comprende la composicion terapéutica de la invencion, en algunas realizaciones,
comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25%, 20%, 15%, 10% o un 5% de células madre
mesenquimales. En realizaciones en particular, la poblacion de células comprende no mas de aproximadamente un
10 % de células madre mesenquimales. Las células madre mesenquimales (MSC) son células madre multipotentes
que se pueden diferenciar facilmente en linajes que incluyen osteoblastos, miocitos, condrocitos, y adipocitos
(Pittenger, et al., Science, Vol. 284, pg. 143 (1999); Haynesworth, et al., Bone, Vol. 13, pg. 69 (1992); Prockop,
Science, Vol. 276, pg. 71 (1997)).

En otras realizaciones, la poblacién de células que comprende la composicién terapéutica de la invencion
comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15%, 10 % o un 5% de células precursoras
endoteliales. En otras realizaciones, la poblacion de células comprende menos de aproximadamente un 10 % de
células precursoras endoteliales. Como se usa en el presente documento, "célula precursora endotelial" se refiere a
una célula multipotente o unipotente con el potencial de diferenciarse en células endoteliales vasculares.

En realizaciones mas particulares, la poblacion de células comprende nomas de aproximadamente un 10 % de
células madre mesenquimales o células precursoras endoteliales.

La poblacién de células tal como se obtiene a partir de un donante, o tal como se proporciona de otro modo, puede
estar sustancialmente libre de células madre mesenquimales y/o células precursoras endoteliales, y en realizaciones
en particular comprende menos de aproximadamente un 10 % de células madre mesenquimales y que menos de
aproximadamente un 10 % de células precursoras endoteliales. Como alternativa, la poblacién de células puede
presentar agotamiento de células madre mesenquimales y/o células precursoras endoteliales usando métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, usando técnicas de seleccion inmunomagnética, clasificacion celular activada
por fluorescencia, o una combinacién en las mismas. Los métodos de agotamiento pueden comprender
adicionalmente el uso de al menos un anticuerpo especifico para al menos uno de los marcadores de superficie
celular que se describen en el presente documento.

En algunas realizaciones, la poblacion de células presenta agotamiento de células precursoras endoteliales,
incluyendo células positivas para el marcador de superficie celular CD14 y negativas para CD45 (CD14"/CD45’) y/o
células positivas para VWF (Factor de Von Willebrand) (VWF+). En otras realizaciones, la poblacién celular presenta
agotamiento de células positivas para CD73 y/o marcadores de superficie celular CD140B. En realizaciones en
particular de la invencién, la poblacién de células comprende células positivas para el marcador de superficie celular
CD34, y comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de células positivas
para un marcador de superficie celular seleccionado entre el grupo que consiste en CD73, CD140B, CD14 y VWF.

En realizaciones en particular, la poblacion de células que comprende la composicién terapéutica de la invencion
comprende células CD34" y comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de
células CD14%/CD45". En otras realizaciones de la invencién, la poblacién de células comprende células CD34" y
comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5% de células VWF'. En otras
realizaciones de la invencién, la poblacion de células comprende células CD34" y comprende menos de
aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de células CD140B".

En realizaciones mas particulares, la poblacion de células comprende células madre o precursoras hematopoyéticas
CcD34" y comprende menos de aproximadamente un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10% o un 5% de células
CD14%/CD45", células VWF", células CD73", y células CD140B". En algunas realizaciones, la poblacién de células
es positiva para el marcador de superficie celular CD34 y es negativa para al menos un marcador de superficie
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celular seleccionado entre el grupo que consiste en CD14, VWF, CD73, y CD140B. En otras realizaciones, la
poblacion de células es positiva para el marcador de superficie celular CD34 y es negativa para al menos los
marcadores de superficie celular CD14, VWF, CD73, y CD140B.

Las células madre y precursoras hematopoyéticas se pueden obtener o aislar a partir de médula ésea de adultos sin
fraccionar o fraccionada, que incluye fémures, cadera, costillas, esternén, y otros huesos. Las células madre y
precursoras hematopoyéticas se pueden obtener o a aislar directamente mediante extraccion de la cadera usando
una aguja y jeringa, o de la sangre, a menudo después de tratamiento previo con citoquinas, tales como G-CSF
(factores estimulantes de colonias de granulocitos), que inducen la liberacién o movilizacion de las células del
compartimento de la médula ésea. Otras fuentes de células madre o precursoras hematopoyéticas incluyen sangre
del cordén umbilical, sangre de placenta, y sangre periférica movilizada. Para fines experimentales, algunas fuentes
utiles de células madre o precursoras hematopoyéticas también son higado fetal, bazo fetal, médula de rifién, y AGM
(region de Aorta-génadas-mesonefros) de animales.

En realizaciones en particular, las células madre o precursoras hematopoyéticas se cosechan a partir de una fuente
hematopoyética, por ejemplo, células de médula 6sea, sangre del cordén umbilical, o células de sangre periférica
movilizada. La "cosecha" de células madre y precursoras hematopoyéticas se define como la extraccion o
separacion de células de la matriz. Esto se puede realizar usando una serie de métodos, tales como métodos
enzimaticos, no enzimaticos, con centrifugadora, eléctricos, o basados en el tamafio, o preferentemente, mediante
dilatacion de las células usando medios (por ejemplo, medios en los que se incuban las células). En realizaciones en
particular, la cosecha de una cantidad suficiente de células para trasplante puede requerir la movilizacion de las
células madre y precursoras en el donante.

"Movilizacion de células madre hematopoyéticas" se refiere a la liberacion de células madre de la médula 6sea en la
circulacién de la sangre periférica para leucoféresis, antes del trasplante de células madre. Para estimular la
movilizacién a menudo se usan factores de crecimiento hematopoyéticos, por ejemplo, factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) o agentes quimioterapéuticos. Existen farmacos comerciales para movilizacion de células
madre y se pueden usar en combinacién con G-CSF para movilizar cantidades suficientes de células madre o
precursoras hematopoyéticas para su trasplante en un sujeto. Por ejemplo, G-CSF y Mozobil™ (Genzyme
Corporation) se pueden administrar a un donante para cosechar un numero suficiente de células hematopoyéticas
para trasplante.

Mediante el aumento del nimero de células madre cosechadas a partir del donante, el nUmero de células madre
disponibles para trasplante de nuevo en un sujeto se puede aumentar de forma significativa el resultado del sujeto,
reduciendo desembocd potencialmente el tiempo de injerto, y en consecuencia conduciendo a una disminucion del
tiempo durante el que el sujeto presenta una cantidad insuficiente de neutréfilos y plaquetas, evitando de este modo
infecciones, sangrado otras complicaciones. Otros métodos para la movilizacién de células madre y precursoras
hematopoyéticas podrian ser evidentes para alguien con experiencia en la materia.

En realizaciones en particular, las células madre o precursoras hematopoyéticas se obtienen a partir de sangre del
cordén umbilical. La sangre del cordon umbilical se puede cosechar de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica
(véanse, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados Unidos N.°° 7.147.626 y 7.131.958, incorporados en el
presente documento por referencia para metodologias de este tipo).

En una realizacion, células madre y precursoras hematopoyéticas para su uso en la composicion terapéuticas y
métodos de la invencion se pueden obtener a partir de fuentes de células madre pluripotentes, por ejemplo, células
madre pluripotentes inducidas (iPSC) y células madre embrionarias (ESC). Como se usa en el presente documento,
la expresion "célula madre pluripotente inducida" o "iIPSC" se refiere a una célula no pluripotente que se ha
reprogramado para un estado pluripotente. Una vez que las células de un sujeto se han preprogramado para un
estado pluripotente, las células se pueden programar a continuacion para un tipo celular deseado, tal como una
célula madre o precursora hematopoyética. Como se usa en el presente documento, el término "reprogramacion” se
refiere a un método para aumentar la potencia de una célula para un estado menos diferenciado. Como se usa en el
presente documento, el término "programacion” se refiere a un método para disminuir la potencia de una célula o
para diferenciar la célula para un estado mas diferenciado.

En diversas realizaciones, la invencidon contempla la administracion de la composicién terapéutica a un paciente
humano, o un sujeto con necesidad de terapia. La cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas
contenidas en la composicion terapéutica y administradas a un paciente variara con la fuente de las células,
patologia, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad de las células madre y precursoras hematopoyéticas para
provocar una respuesta deseada en el individuo.

En una realizacion, la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas (por ejemplo, CD34", células Lin(-))
en la composicion terapéutica administrada a un sujeto es la cantidad de células madre o precursoras
hematopoyéticas en una muestra de sangre de cordén umbilical parcial o individual, o al menos 0,1 x 10° células, al
menos 0,5 x 10° células, al menos 1 x 10° células, al menos 5 x 10° células, al menos 10 x 10° células, al menos
0,5 x 108 células, al menos 0,75 x 108 células, al menos 1 x 108 células, al menos 1,25 x 108 células, al menos
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1,5x 108 células, al menos 1,75 x 108 células, al menos 2 x 108 células, al menos 2,5 x 108 células, al menos
3x10° células, al menos 4 x 108 células, al menos 5x 108 células, al menos 10 x 108 células, al menos
15 x 108 células, al menos 20 x 108 células, al menos 25 x 108 células, o al menos 30 x 10° células.

En una realizacién en particular, la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas (por ejemplo, CD34",
células Lin(-)) en la composicion terapéutica es la cantidad de células madre o precursoras hematopoyetlcas en una
muestra de sangre de cordon umbilical parcial o |nd|V|duaI o de aproximadamente 0,1 x 10 células a
aproximadamente 10 x 10 células; de aproximadamente 0,5 x 10° células a aproximadamente 5 x 10° celulas de
aproximadamente 1 x 10° celulas a aproximadamente 3 x 10° celulas de aproximadamente 1,5 Xx 10 células a
aproximadamente 2,5 x 10° células; o de aproximadamente 2 x 10° células a aproximadamente 2,5 x 10° células.

En una realizacion en particular, la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas en la composicion
terapéutica es la cantidad de células madre o precursoras hematopoyetlcas en una muestra de sangre de cordén
umbilical parcial o |nd|V|duaI o de aproximadamente 1 x 10 células a aproximadamente 3 x 10° celulas de
aproximadamente 1,0 x 10 células a aproximadamente 5 x 10° celulas de aproximadamente 1,0 x 10 células a
aproximadamente 10 x 10 células, de aproximadamente 10 x 10 células a aproximadamente 20 x 10° celulas de
aproximadamente 10 x 10 células a aproximadamente 30 x 10° células, o de aproximadamente 20 x 10° células a
aproximadamente 30 x 10° células.

En otra realizacion, la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas en la composicion terapéutica es la
cantidad de células madre o precursoras hematopoyetlcas en una muestra de san%re de cordén umbilical parcial o
|nd|V|duaI o de aproximadamente 1 x 10° celulas a aproximadamente 30 x 10 celulas de aproximadamente
1,0 x 10 células a aproximadamente 20 x 10° celulas de aproximadamente 1,0 x 10 células a aproximadamente
10 x 10° celulas de aproximadamente 2,0 x 10 células a aproximadamente 30 x 10° celulas de aproximadamente
2,0 x 10 células a aproximadamente 20 x 10° células, o de aproximadamente 2,0 x 10° células a aproximadamente
10 x 10° células.

En una realizacién en particular, la cantldad de células madre o precursoras hematopoyéticas en la composicion
terapeutlca es aproximadamente 1 x 10° celulas madre o precursoras hemato J)oyetlcas aproximadamente
2x10° celulas aproximadamente 5 x 10° celulas aproximadamente 7 x 10 celulas aproximadamente
10 x 10 células, aproximadamente 15 x 10° células, aproximadamente 17 x 10° células, aproximadamente
20 x 10° células aproximadamente 25 x 10° células, o aproximadamente 30 x 10° células.

En una realizacion, la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas) en la composicion terapéutica
administrada a un sujeto es la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas en una muestra de sangre
de cordon umbilical parcial o individual, o al menos 0,1 x 10° células’kg de peso corporal al menos
0,5x 10° células/kg de peso corporal al menos 1 x 10° células/kg de peso corporal al menos 5 x 10° células/kg de
peso corporal, al menos 10 x 10° células/kg de peso corporal, al menos 0,5x 10° células/kg de peso corporal, al
menos 0 75x 10° células/kg de peso corporal, al menos 1 x 10 células/kg de peso corporal, al menos
1,25 x 10 células’/kg de peso corporal, al menos 1,5 x 10° células’lkg de peso corporal, aI menos
1,75 x 10° células/kg de peso corporal al menos 2 x 10° células/kg de peso corporal al menos 2,5 x 10° células/kg
de peso corporal al menos 3 x 10° células/kg de peso corporal, al menos 4x10° células/kg de peso corporal, al
menos 5 x 10° células /kg de peso corporal, al menos 10 x 10° células’kg de peso corporal al menos
15 x 10° células/kg de peso corporal al menos 20 x 10° células/kg de peso corporal, al menos 25 x 10° células/kg de
peso corporal, o al menos 30 x 10° células/kg de peso corporal.

Sin desear quedar ligado por ninguna teoria en particular, la presente invencién contempla, en parte, que una de las
ventajas de los presentes métodos es que en un trasplante se puede usar una pequefia cantidad de células madre y
precursoras hematopoyéticas porque el aumento de células madre y precursoras hematopoyéticas en la
composicion terapéutica de la invencion presenta un aumento del potencial de injerto, una mejora de la migracion
dirigida, y aumento de la capacidad para expansion in vivo en comparacion con células tratadas de control y células
tratadas con un agente a 4 °C, por ejemplo.

C. Métodos de la Invencion

Los presentes inventores analizaron varios parametros biolégicos de poblaciones de células madre o precursoras
hematopoyéticas tratadas con agentes que modifican la expresion genética de las células, incluyendo agentes que
estimulan la ruta de la prostaglandina y que regulan de forma positiva la expresion genética y de superficie celular de
CXCR4 para aumentar la eficacia de las células madre o precursoras hematopoyéticas usadas en trasplantes de
células madre. La eficacia de la poblacion celular en la reconstitucion del sistema hematopoyético de un sujeto
después del trasplante depende de propiedades tales como la capacidad de la poblacion celular para migrar de
forma dirigida y para injertarse en la médula 6sea, autorrenovacion, y para proliferar in vivo. La invencion
proporciona un método para modular una poblacién de células para mejorar las propiedades celulares de este tipo y
para proporcionar mejoras terapéuticas resultantes en la reconstitucion hematopoyética.

El "potencial de injerto" se refiere a la capacidad de una célula para injertarse. En realizaciones en particular, el

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 654 994 T3

potencial injerto de una célula madre o precursora hematopoyética, tal como una célula CD34", Lin(-), se puede
determinar mediante la medicion, por ejemplo, de la actividad de las rutas de sefalizacion celular de PGE2R2/R4, la
expresion en la célula de genes asociados con la migracion dirigida o injerto, la viabilidad celular, y la capacidad de
la célula para autorrenovarse. Por supuesto, el experto en la materia podria observar otros ensayos adecuados que
también podrian indicar un aumento del potencial de injerto en una célula madre o precursora hematopoyética.
Como se usa en el presente documento, el término "injerto" se refiere a la capacidad de una célula para integrarse
en una ubicacion, tal como un tejido, y persistir en la ubicacion en particular en el tiempo, por ejemplo, la capacidad
de una célula madre o precursora hematopoyética para integrarse y persistir en la médula ésea. "Migracion dirigida”
se refiere a la capacidad de las células madre o precursoras hematopoyéticas para localizar, es decir, desplazarse, a
un area o tejido en particular, tal como localizacién de células madre trasplantadas a la médula 6sea.

En diversas realizaciones, la invencién proporciona una composicion terapéutica que comprende células madre o
precursoras hematopoyéticas humanas puestas en contacto con uno o mas agentes capaces de aumentar la
expresion genética de CXCR4 en las células, incluyendo agentes que estimulan la ruta de la prostaglandina, por
ejemplo, la ruta de sefializacion celular de PGE2R2/Rs. La composicion terapéutica de las células tratadas ofrece
numerosas ventajas con respecto a las células usadas previamente en trasplantes de células madre, tales como, por
ejemplo, aumento de la migracion dirigida, injerto y expansion de la poblacion celular in vivo. Como se usa en el
presente documento, "agente" se refiere a un agente capaz de aumentar la expresion genética de CXCR4 en las
células. Los agentes de este tipo incluyen, por ejemplo y sin limitacion, PGE, o agentes que tienen actividad de
dmPGE_, que incluyen, pero no se limitan a, un analogo de PGE,, un analogo o activador de AMPc, y/o un activador
de Ga-s como se describe en cualquier parte del presente documento. En realizaciones en particular, una poblacién
de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas se puede poner en contacto con 1, 2, 3, 4,
5 o0 mas agentes en cualquier combinacién, de forma simultanea o de forma secuencial.

Las células madre o precursoras hematopoyéticas humanas puestas en contacto con un agente capaz de aumentar
la expresion genética de CXCR4 en las células, tal como PGE; o un agente que tiene actividad de dmPGEy, en las
condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o potencial y/o expansion de injerto, se pueden caracterizar de
multiples y diversas formas, tales como mediante el aumento de los niveles de sefalizacion de AMPc intracelular,
por ejemplo, fosforilacion de CREB, o tal como se determina mediante un ensayo bioquimico; elementos distintivos
de la expresion genética que indican regulacion positiva de genes implicados en la ruta de sefalizacion de
PGE2R2/R4, por ejemplo, CREM, y genes que aumentan la migracion dirigida y el injerto de células madre y
precursoras hematopoyéticas, por ejemplo, CXCR4, tal como se determina mediante ensayos de expresion genética,
por ejemplo, micromatrices; disminucion no mensurable de la viabilidad de células madre y precursoras
hematopoyéticas tal como se determina mediante ensayos de viabilidad celular, por ejemplo, tincién con 7-
aminoactinomicina D (7-AAD); y/o un aumento de la capacidad de las células madre hematopoyéticas para
autorrenovarse tal como se determina mediante ensayos de unidades formadoras de colonias (CFU-C) in vitro, por
ejemplo.

En una realizacion, las células madre o precursoras hematopoyéticas puestos en contacto con un agente capaz de
aumentar la expresion genética de CXCR4 en las células, tal como PGE; o un agente que tiene actividad de
dmPGE_, en las condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o potencial y/o expansion de injerto se pueden
identificar examinando el elemento distintivo de la expresion genética de las células puestas en contacto (tratadas)
en comparacion con las células tratadas con vehiculo o las células tratadas con un agente a 4 °C.

En realizaciones en particular, las células madre o precursoras hematopoyéticas tratadas que presentan un aumento
del injerto y/o potencial de injerto y/o aumento de la expansion in vivo presentan un aumento de la expresion de 1, 2,
3, 4, 5, o todos los genes siguientes en comparacion con las células tratadas con vehiculo o las células tratadas con
un agente a 4 °C: hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble
especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN),
modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), antigeno 2 relacionado con Fos
(FOSL2), y receptor 4 de quimioquina CXC (CXCR4). En realizaciones especificas de la invenciéon, CXCR4 esta
regulado de forma positiva en al menos cuatro veces en las células madre o precursoras hematopoyéticas en la
composicion terapéutica en comparacion con el nivel de expresién de CXCR4 en las células no tratadas.

A diferencia de las observaciones obtenidas a partir de estudios preclinicos, los presentes inventores descubrieron
que las células madre y precursoras hematopoyéticas puestas en contacto con un agente que estimula la ruta de la
prostaglandina aumenta la expansion y potencial de injerto de las células en condiciones en particular que se
describen en el presente documento. Estas condiciones optimizan la respuesta biolégica deseada del tratamiento
con un agente que estimula la ruta de la prostaglandina, incluyendo la migraciéon dirigida, supervivencia,
proliferacion, e injerto de células madre.

Por lo tanto, los inventores descubrieron que las condiciones de las que se creia que disminuyan la viabilidad de las
células madre y precursoras hematopoyéticas y que disminuyan las semivida de dmPGE: de forma inesperada dan
como resultado células madre o precursoras hematopoyéticas que presentan un aumento del potencial de injerto y/o
expansion in vivo porque conservan la viabilidad celular, aumentan la migracion dirigida y el injerto a la médula ésea
(por ejemplo, aumento de la expresién de CXCR4), y aumentan la capacidad de autorrenovacion celular.
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Por consiguiente, la invencidon contempla nuevos métodos para dirigir trasplantes de médula 6sea, sangre periférica,
y sangre del cordon umbilical, en parte, tratando poblaciones de células madre o precursoras hematopoyéticas con
agentes que se describen en el presente documento que regulan de forma positiva la expresion de CXCR4 en las
células, incluyendo agentes que estimulan la ruta de sefalizaciéon celular de PGE;R2/R4, tales como dmPGE;,, en
condiciones que no se esperaba que fueran favorables para aumentar el injerto de células madre y precursoras
hematopoyéticas o expansion in vivo de células madre o precursoras hematopoyéticas.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "condiciones suficientes", o "en condiciones suficientes", se
refieren a las condiciones de incubacion para tratar la fuente de material de trasplante, por ejemplo, células de
médula 6sea, células de sangre periférica, o células de sangre del cordon umbilical, y/u otras poblaciones de células
que comprenden células madre y/o células precursoras hematopoyéticas, y/o poblaciones enriquecidas o
seleccionadas de células madre o precursoras hematopoyéticas, con un agente que aumenta la expresion genética
de CXCR4 en las células. En una realizacion, las condiciones son suficientes para aumentar el injerto de células
madre o precursoras hematopoyéticas administradas a un sujeto. En una realizacion, las condiciones son suficientes
para aumentar la expansion de células madre o precursoras hematopoyéticas administradas a un sujeto.

En otra realizacion, las condiciones suficientes para aumentar el injerto y la expansion de la poblacion de células
madre o precursoras hematopoyéticas administradas a un sujeto. Las condiciones de incubacién incluyen, pero no
se limitan a, fuente de las células, concentracion de agente, duracion de incubacion de las células y el agente, y la
temperatura de la incubacion. En realizaciones en particular, el agente es PGE o un agente que tiene actividad de
dmPGE;. En una realizacion, el agente es 16,16-dimetil PGE,.

En diversas realizaciones, las condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o expansion de células madre o
precursoras hematopoyéticas incluyen, incubacion a una temperatura fisiolégicamente relevante, tal como un
intervalo de temperaturas de aproximadamente 39°C (de aproximadamente temperatura ambiente a
aproximadamente la temperatura corporal), incluyen, pero no se limitan a, temperaturas de aproximadamente 22 °C,
23 °C, 24 °C, 25°C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34 °C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, y
39 °C; a una concentracion final de aproximadamente 10 nM a aproximadamente 120 uM de 16,16-dimetil PGE_,
que incluyen, pero no se limitan a, aproximadamente 100 nM, aproximadamente 500 nM, aproximadamente 1 pM,
aproximadamente 10 uM, aproximadamente 20 uM, aproximadamente 30 uM, aproximadamente 40 uM,
aproximadamente 50 uM, aproximadamente 60 uM, aproximadamente 70 uM, aproximadamente 80 pM,
aproximadamente 90 uM, aproximadamente 100 uM, aproximadamente 110 uM, o aproximadamente 120 uM, o
cualquier otra concentracion que aparezca de 16,16-dimetil PGE; (por ejemplo, .1 uM, 1 uM, 5 yM, 10 uM, 20 pM,
50 uM, 100 uM); e incubacién de aproximadamente 60 minutos a aproximadamente 4 horas, incluye, pero no se
limita a, incubacién durante un periodo de tiempo de aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 70 minutos,
aproximadamente 80 minutos, aproximadamente 90 minutos, aproximadamente 100 minutos, aproximadamente 110
minutos, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 2,5 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 3,5
horas o aproximadamente 4 horas o cualquier otra duracion de incubaciéon que aparezca (por ejemplo, 111 minutos,
112 minutos, 113 minutos, 114 minutos, 115 minutos, 116 minutos, 117 minutos, 118 minutos, 119 minutos).

Como se usa en el presente documento, el término "aproximado" o "aproximadamente" se refiere a una
concentracion, temperatura, duracion, cantidad, nivel, valor, numero, frecuencia, porcentaje, dimension, tamario,
cantidad, peso o longitud que varie en tanto como un 30, 25, 20, 25, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 o un 1 % con respecto a
una concentracion, temperatura, duracion, cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio,
cantidad, peso o longitud de referencia. Por ejemplo, en una realizacién preferente, el término aproximadamente se
refiere a un intervalo de cantidad descentrado aproximadamente en la cantidad especifica mas o menos un 10 %,
por ejemplo, una temperatura de aproximadamente 37 °C se refiere a un intervalo de temperaturas de 33 °C a 41 °C.
En otra realizacion preferente, el término aproximadamente se refiere a un intervalo de cantidades centrado en
aproximadamente la cantidad especifica mas o menos un 5%. En ofra realizacion preferente, el término
aproximadamente se refiere a un intervalo de cantidades centrado en aproximadamente la cantidad especifica mas o
menos un 1 %.

En realizaciones en particular, las condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o expansion in vivo de células
madre o precursoras hematopoyéticas incluyen, incubacion en un intervalo de temperaturas de aproximadamente
35 °C a aproximadamente 39 °C; a una concentracion final de aproximadamente 10 uM a aproximadamente 25 uM
de 16,16-dimetil PGEy; e incubacién de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas, de aproximadamente
2 horas a aproximadamente 3 horas, de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 4 horas, o de
aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas.

En otra realizacion, las condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o expansion in vivo de células madre o
precursoras hematopoyéticas incluyen, incubacién a una temperatura de aproximadamente 37 °C (aproximadamente
la temperatura corporal); a una concentracion final de aproximadamente 10 yM o mas de 16,16-dimetil PGEy; e
incubacién durante aproximadamente dos horas.

En otra realizacion, la puesta en contacto de células de sangre del cordén umbilical, células de médula ésea, o
células de sangre periférica movilizada que comprenden células madre o precursoras hematopoyéticas o una
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poblacién purificada de Lin(-)CD34", células madre o precursoras hematopoyéticas con una concentracién final de
10 uM de 16,16-dmPGE; (dmPGE;) durante 120 minutos o mas a una temperatura de 37 °C aumenta el potencial de
injerto de las células madre o precursoras hematopoyéticas en la médula ésea de un sujeto. Las células puestas en
contacto no muestran una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad celular, y muestran aumentos
estadisticamente significativos en la expresion genética asociados con migracion dirigida e injerto de células madre o
precursoras hematopoyeéticas, y la capacidad de autorrenovacion.

En otra realizacién, la puesta en contacto de sangre del cordon umbilical, células de médula ésea, o células de
sangre periférica movilizada que comprenden células madre o precursoras hematopoyéticas o una poblacion
purificada de Lin(-)CD34", células madre o precursoras hematopoyéticas con una concentracién final de 10 uM de
16,16-dmPGE; (dmPGE_) durante 120 minutos o mas a una temperatura de 37 °C aumenta la expansion in vivo de
la poblacion de células madre o precursoras hematopoyéticas administradas a un sujeto.

En diversas realizaciones, la invencion proporciona, en parte, métodos para obtener y preparar una poblacion de
células para un trasplante de células madre y precursoras hematopoyéticas, que comprende poner en contacto la
poblacién de células con uno o mas agentes que aumentan la expresion genética de CXCR4 en las células,
incluyendo agentes que estimulan la ruta de sefalizacion celular de PGE2R; y/o PGEzR4, en las condiciones
suficientes para aumentar el potencial de injerto y/o injerto de las células.

En realizaciones en particular, la invencién proporciona, en parte, métodos para obtener y preparar una poblacion de
células para aumentar la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas en un sujeto, que comprende
poner en contacto la poblacidn de células con uno o mas agentes que aumentan la expresion genética de CXCR4 en
las células, incluyendo agentes que estimulan la ruta de sefalizacion celular de PGEzR; y/o PGE2R4, en las
condiciones suficientes para aumentar la expansion de la poblacién celular in vivo.

En otras diversas realizaciones, la invencién proporciona, en parte, un método para aumentar el injerto de células
madre y precursoras hematopoyéticas en un sujeto que comprende poner en contacto una poblacién de células que
comprende células hematopoyéticas que expresan CD34 pero que carecen de expresion de Lin (por ejemplo,
células, Lin(-)CD34") con uno o mas agentes seleccionados entre el grupo que consiste en: una prostaglandina E;
(PGE2) o un agente que tiene actividad de dmPGE,, y administrar la poblacion de células a un sujeto. Las células se
ponen en contacto con el agente en las condiciones suficientes para aumentar el injerto de las células madre y
precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto como se describe en cualquier parte en el presente
documento.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona, en parte, un método para expandir una poblacién de células
madre y precursoras hematopoyéticas en un sujeto, in vivo, que comprende poner en contacto una poblacion de
células que comprende células hematopoyéticas expresan CD34 pero que carecen de expresion de lin (por ejemplo,
células, Lin(-)CD34") con uno o mas agentes seleccionados entre el grupo que consiste en: una prostaglandina E;
(PGE2) o un agente que tiene actividad de dmPGE,, y administrar la poblacion de células a un sujeto. Las células se
ponen en contacto con el agente en condiciones suficientes para expandir la poblacién de células madre y
precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto como se describe en cualquier parte en el presente
documento.

La invencion contempla, en parte, métodos para aumentar el injerto de células madre en un sujeto con necesidad del
mismo (por ejemplo, un ser humano) que comprende poner en contacto una poblacién de células que comprende
células madre y/o precursoras hematopoyéticas (por ejemplo, células de médula dsea, células de sangre periférica,
y/o células de sangre del cordén umbilical) con PGE, o un analogo del mismo, por ejemplo, 16,16-dimetil PGE;
(dmPGE>) o un agente que tiene actividad de dmPGE; y administrar las células al sujeto. En una realizacion, la
fuente de células que comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas se pone en contacto con un
analogo de PGE; tal como dmPGE-.. En diversas realizaciones, la fuente de células que comprende células madre
y/o precursoras hematopoyéticas se pone en contacto con una gente que tiene actividad de dmPGE; tal como
dmPGE_, un analogo o potenciador de AMPc, o un activador de Ga-s.

En cierta realizacion, la poblacién de células que comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas se
pone en contacto con un analogo de PGE; tal como dmPGE; y un agente que tiene actividad de dmPGE,, por
ejemplo, un analogo o potenciador de AMPc, o un activador de Ga-s. En otra realizacion, la fuente de células que
comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas se pone en contacto con uno o mas analogos de PGE-,
uno o mas analogos o potenciadores de AMPc, y/o uno o varios activadores de Ga-s.

En otras diversas realizaciones, la invencidon proporciona métodos para tratar un sujeto con necesidad del mismo
que comprenden identificar a un sujeto con necesidad, y administran al sujeto una poblacion de células que
comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas puestos en contacto con uno o mas agentes
seleccionados entre el grupo que consiste en: una prostaglandina E, (PGE:), un agente que tiene actividad de
dmPGE_, por ejemplo, un analogo o potenciador de AMPc, y un activador de Ga-s en las condiciones suficientes
para aumentar el injerto o expansion in vivo de las células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en
contacto en el sujeto, tratando de ese modo al sujeto con necesidad.
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Con "potenciar" o "estimular", o "aumentar" o "activar" generalmente se hace referencia a la capacidad de PGE; o un
agente que tiene actividad de dmPGE; para producir o causar una respuesta fisiolégica mayor (es decir, efectos
corriente abajo) en una célula, en comparacién con la respuesta causada por cualquiera del vehiculo o una
molécula/composicién de control, por ejemplo, aumento del injerto/potencial de injerto de células madre y/o
precursoras y aumento de la expansion de células madre in vivo. Una respuesta fisiolégica mensurable puede incluir
un aumento del injerto, viabilidad, migraciéon dirigida, autorrenovacién, y/o expansion, de células madre y/o
precursoras hematopoyéticas entre otras evidentes a partir de la comprension en la técnica y de la descripcion en el
presente documento. En una realizacion, el aumento puede ser un aumento en la expresion genética como resultado
del aumento de la sefializacion a través de las rutas de sefalizacion celular de PGE2R: y/o PGE2R4, que incluye,
pero no se limita a, un aumento en la fosforilacion de CREB, un aumento en la expresion de CREM, y un aumento
en CXCR4. Los aumentos en injerto, viabilidad, migracion dirigida, autorrenovacion y/o expansion in vivo de células
madre y/o precursoras hematopoyéticas, también se puede determinar usando métodos conocidos en la técnica,
tales como expresion genética, ensayos de CFU-C, ensayos de CFU-S, ensayos de CAFC, y expresion de proteina
de superficie celular, entre otros. Un "aumento" o "potenciacion" de la cantidad por lo general es una cantidad
"estadisticamente significativa", y puede incluir un aumento que es 1,1, 1,2, 1,5, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 o
mas veces (por ejemplo, 500, 1000 veces) (incluyendo todos los numeros enteros y puntos decimales entre y por
encima de 1, por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) la respuesta producida por el vehiculo (la ausencia de un agente) o
una composicion de control. Por ejemplo, en realizaciones en particular, los métodos de la invencién comprenden
poner en contacto una poblacion de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas con
dmPGE; a aproximadamente 37 °C. Estas células presentan un aumento del potencial de injerto y expansion en
comparacion con las células puestas en contacto a aproximadamente 4 °C.

Por "disminuir" o "degradar”, o "decrecer", o "reducir", o "bajar" generalmente se hace referencia a la capacidad de
un PGE; o un agente que tiene actividad de dmPGE; para producir o causar una respuesta fisiolégica menor (es
decir, efectos corriente abajo) en una célula, en comparacion con la respuesta causada por cualquiera del vehiculo o
una molécula/composicion de control, por ejemplo, disminuciéon de la apoptosis. En una realizacion, la disminucion
puede ser una disminucién de la expresidon genética o una disminucion de la sefializacion celular que normalmente
esta asociada con una reduccion de la viabilidad celular. Una cantidad "disminuida" o "reducida" por lo general es
una cantidad "estadisticamente significativa", y puede incluir una disminucién que es 1,1, 1,2, 1,5, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 30 o mas veces (por ejemplo, 500, 1000 veces) (incluyendo todos los nimeros enteros y puntos
decimales entre y por encima de 1, por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) la respuesta producida por el vehiculo (la
ausencia de un agente) o una composicion de control. Por ejemplo, en realizaciones en particular, los métodos de la
invencion comprenden poner en contacto una poblacion de células que comprende células madre o precursoras
hematopoyéticas con dmPGE; a aproximadamente 37 °C. Las células puestas en contacto no presentan una
disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad celular en comparacion con las células puestas en
contacto con dmPGE:; a aproximadamente 4 °C.

Por "mantener", o "conservar", o "mantenimiento”, o "sin cambio", o "sin cambio sustancial", o "sin disminucién
sustancial" generalmente se hace referencia a la capacidad de un PGE; o un agente que tiene actividad de dmPGE;
para producir o causar una respuesta fisioldgica comparable (es decir, efectos corriente abajo) en una célula, en
comparacion con la respuesta causada por cualquiera del vehiculo o una molécula/composicién de control
(respuesta de referencia). Una respuesta comparable es una que no es diferente de forma significativa o
mensurablemente diferente de la respuesta de referencia (véase la Figura 13A). En una realizacion, una poblacion
de células que comprende células madre y precursoras hematopoyéticas se pone en contacto con un agente que
estimula las rutas de sefalizacion celular de PGE2R, y PGE2R4, tal como un agente que tiene actividad de dmPGE.,
por ejemplo, dmMPGE;, un analogo o potenciador de AMPc, y que un activador de Ga-s a aproximadamente 37 °C
durante aproximadamente dos horas. Las células tratadas no muestran una disminucion estadisticamente
significativa en la viabilidad celular en comparacion con las células puestas en contacto a aproximadamente 4 °C. En
otras palabras, los métodos que se describen en el presente documento mantienen, no disminuyen sustancialmente,
no dan como resultado una disminucion estadisticamente significativa en, no causan una pérdida de, y/o no cambian
de forma sustancial la viabilidad de las células madre y precursoras hematopoyéticas en comparacion con células
puestas en contacto a aproximadamente 4 °C.

En realizaciones en particular, las células se tratan con un agente, por ejemplo, dmPGE> durante un periodo de
tiempo. En realizaciones relacionadas, las células se lavan después del tratamiento en un medio de cultivo celular de
modo que se encuentran sustancialmente libres del agente. Por ejemplo, en una realizacién, una poblacion de
células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas humanas, por ejemplo, células de médula
6sea, células de sangre periférica movilizada, o células de sangre del cordon umbilical se pone en contacto con
16,16-dimetil PGE, durante un periodo de 120 minutos a aproximadamente 37 °C. Después de la incubacién, pero
antes de la infusion o tratamiento o almacenamiento posterior, las células se lavan con un medio de cultivo celular,
tal como dextrano de bajo peso molecular con un 5 % de medio de albumina de suero humano (LMD/HSA al 5 %) o
medio Stem Span (Stem Cells Technology Inc.).

En diversas realizaciones ilustrativas, la invencién proporciona, en parte, métodos de tratamiento in vitro o ex vivo

que comprenden poner en contacto una poblaciéon de células que comprende células madre o precursoras
hematopoyéticas con PGE, o un agente que tiene actividad de dmPGE, que mantiene la viabilidad de las células
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madre/precursoras, y aumenta el injerto, migracion dirigida, autorrenovacion, y expansion in vivo.

La expresion "ex vivo" se refiere generalmente a actividades que se producen fuera de un organismo, tales como
experimentacion o mediciones realizadas en un sobre tejido vivo en un entorno artificial fuera del organismo,
preferentemente con una alteracion minima de las condiciones naturales. En realizaciones en particular, los
procedimientos "ex vivo" implicara células o tejidos vivos tomados de un organismo y cultivados en un aparato de
laboratorio, normalmente en condiciones estériles comen por lo general durante unas pocas horas o hasta
aproximadamente 24 horas, pero que incluyen hasta 48 o 72 horas, dependiendo de las circunstancias. En ciertas
realizaciones, los tejidos o células de este tipo se pueden recoger y congelar, y posteriormente descongelar para
tratamiento ex vivo. Los experimentos o procedimientos de cultivo tisular que tienen periodos de duraciéon mas largos
que unos pocos dias usando células o tejidos vivos por lo general se consideran "in vitro", aunque en ciertas
realizaciones, esta expresion se puede usar indistintamente con ex vivo.

Las expresiones "administracion ex vivo", "tratamiento ex vivo", o "uso terapéutico ex vivo", se refieren generalmente
a procedimientos médicos en los que uno o mas érganos, células o tejidos se obtienen a partir de un sujeto vivo o
recientemente fallecido, opcionalmente purificados/enriquecidos, expuestos a un tratamiento o procedimiento (por
ejemplo, una etapa de administracion ex vivo implica la incubacion de las células con una composicion o agente de
la presente invencion para aumentar la expansion de las células deseables, tales como células madre o precursoras
hematopoyéticas). Las células tratadas ex vivo se pueden administrar al mismo o diferente sujeto vivo.

Las aplicaciones terapéuticas ex vivo de este tipo también pueden incluir un tratamiento o etapa del procedimiento in
vivo opcional, tal como mediante la administracién de las células puestas en contacto de la invencién una o mas
veces con el sujeto vivo. Para estas realizaciones se contempla la administracion tanto local como sistémica, de
acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica y como se describe en cualquier parte en el presente documento.
La cantidad de células administradas a un sujeto dependera de las caracteristicas de ese sujeto, tales como la salud
general, edad, sexo, peso corporal y tolerancia a farmacos, asi como el grado, gravedad, y tipo de reaccion al
farmaco y/o trasplante celular.

La expresion "in vivo" generalmente se refiere a actividades que se producen dentro de un organismo, tales como
injerto celular, migracién celular dirigida, autorrenovacion de células, y expansion de células. En una realizacion, la
expresion "expansion in vivo" se refiere a la capacidad de una poblacién celular para aumentar su nimero in vivo. En
realizaciones en particular, la expansion in vivo incluye autorrenovacion y/o proliferacion de células madre.

En una realizacion, la invencion proporciona, en parte, un método para preparar una poblaciéon de células, por
ejemplo, células de médula ésea, células de sangre periférica movilizada, células de sangre del cordéon umbilical,
para un trasplante, por ejemplo, trasplante de médula 6sea que comprende poner en contacto las células ex vivo,
con dmPGE; o un agente que tiene actividad de dmPGE; a una temperatura y durante un periodo de tiempo
suficiente para aumentar el injerto y/o expansion in vivo de las células puestas en contacto cuando se administran a
un sujeto.

En una realizacion en particular, la invencion proporciona un método para tratar un sujeto con necesidad de
reconstitucion hematopoyética o reconstitucion del sistema hematopoyético que comprende identificar a un sujeto
con necesidad de reconstitucion hematopoyética, y administrar al sujeto una cantidad de células madre y/o
precursoras hematopoyéticas puestas en contacto con un agente capaz de aumentar la expresion genética de
CXCR4, tal como dmPGE,, en las condiciones suficientes para aumentar el injerto de las células madre y
precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto, tratando de ese modo al sujeto con necesidad de
reconstitucion hematopoyeética.

En ofra realizacién en particular, la invencidon proporciona un método para tratar un sujeto con necesidad de
reconstitucion hematopoyética, reconstitucion del sistema hematopoyético, un nimero creciente de células madre o
precursoras hematopoyéticas, y/o expansion in vivo de células madre o precursoras hematopoyéticas que
comprenden identificar a un sujeto con necesidad de reconstituciéon hematopoyética, y administrar al sujeto una
cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en contacto con un agente que aumenta la
expresion genética de CXCR4, tal como dmPGE:; en las condiciones suficientes para aumentar la expansion in vivo
de las células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto, tratando de ese modo al
sujeto con necesidad de reconstitucion hematopoyética.

Un "sujeto", como se usa en el presente documento, incluye cualquier animal que presente un sintoma que se pueda
tratar con un agente o composicion o dispositivo de la invencion, o que se pueda tratar con las HSC o sangre del
corddén umbilical que se han tratado ex vivo con un agente o composicion de la invencion. "Sujetos con necesidad”
de reconstitucion hematopoyética, reconstitucion del sistema hematopoyético, un aumento del numero de células
madre o precursoras hematopoyéticas, y/o expansion in vivo de células madre o precursoras hematopoyéticas
incluyen, pero no se limitan a, sujetos que tienen o que se han diagnosticado con diversos tipos de leucemias,
anemias, linfomas, mielomas, trastornos de deficiencia inmunitaria, y tumores sélidos como se discute en cualquier
parte en el presente documento. Un "sujeto" también incluye un ser humano que es un candidato para trasplante de
células madre o trasplante de médula 6sea, como durante el transcurso del tratamiento para una neoplasia o un
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componente de terapia genética. Los sujetos también pueden incluir individuos o animales que donan células madre
o0 médula 6sea para trasplante alogénico. En ciertas realizaciones, un sujeto puede haber experimentado terapia de
radiacion o quimioterapia, tal como durante diversos tratamientos para el cancer. Los sujetos adecuados (por
ejemplo, pacientes) incluyen animales de laboratorio (por ejemplo, ratén, rata, conejo, o cobaya), animales de granja,
y animales domésticos o mascotas (por ejemplo, un gato o perro). Estan incluidos los primates no humanos v,
preferentemente, los pacientes humanos. Los sujetos habituales incluyen animales que presentan cantidades
andmalas (cantidades menores o mayores que las de un sujeto "normal" o "sano") de una o mas actividades
fisiolégicas que se pueden modular con un agente o un trasplante de células madre o de médula ésea.

Los métodos adecuados para administrar poblaciones de células usadas en los métodos que se describen en el
presente documento incluyen administracion parenteral, que incluyen, pero no se limitan a, métodos de
administracion intravascular, tal como administracion intravenosa e intraarterial. Los métodos ilustrativos adicionales
para la administracion de células de la invencion incluyen inyeccion e infusion intramuscular, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

La administracion de una "cantidad" de células madre o precursoras hematopoyéticas a un sujeto se refiere a la
administracion de "una cantidad eficaz", para conseguir el resultado terapéutico o profilactico deseado, incluyendo
sin limitacion el tratamiento de sujeto. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de células madre o precursoras
hematopoyéticas para fines en el presente documento se determina por lo tanto mediante consideraciones tales
como las que se conocen en la técnica, y puede variar de acuerdo con factores tales como la patologia, edad, sexo y
peso del individuo, y la capacidad de las células madre y precursoras hematopoyéticas para provocar una respuesta
deseada en el individuo. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" incluye una cantidad que es eficaz para
"tratar" un sujeto (por ejemplo, un paciente). Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una en la que
cualquier efecto téxico o perjudicial de las células madre o precursoras hematopoyéticas se sopesa con los efectos
terapéuticamente beneficios.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas
eficaz para conseguir el resultado profilactico deseado. Por lo general, pero no necesariamente, dado que se usa
una dosis profilactica en sujetos antes de o en un estadio mas temprano de la enfermedad, la cantidad
profilacticamente eficaz es inferior a la cantidad terapéuticamente eficaz.

En otra realizacidon en particular, la invencién contempla, un método para tratar un sujeto con necesidad de un
trasplante de células madre/precursoras hematopoyéticas que comprende: seleccionar el sujeto con necesidad de
un trasplante de células madre/precursoras hematopoyéticas y administrar a un sujeto, una poblacion de células
puestas en contacto ex vivo con dmPGE> o un agente que tiene actividad de dmPGE: a una temperatura y durante
un periodo de tiempo suficiente para aumentar el injerto y/o expansion in vivo de las células puestas en contacto en
un sujeto en comparacion con las células no puestas en contacto. En realizaciones en particular, el sujeto tiene
necesidad de reconstitucion hematopoyética.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar”, y similares, se refieren a obtener un
efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado, que incluyen, pero no se limitan a, conseguir una mejora o eliminacion
de los sintomas de una enfermedad. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir total o parcialmente una
enfermedad sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de conseguir una mejora o eliminacion de
los sintomas, o proporcionar una cura parcial o completa para una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la
enfermedad. "Tratamiento", como se usa en el presente documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad
en un mamifero, en particular en un ser humano, e incluye: (a) evita que la enfermedad se produzca en un sujeto
que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que todavia no ha sido diagnosticado con la misma; (b) inhibir la
enfermedad, es decir, detener su desarrollo; (c) aliviar la enfermedad, por ejemplo, producir la reversion de la
enfermedad, por ejemplo, para eliminar total o parcialmente los sintomas de la enfermedad; y (d) restablecer un
estado previo a la enfermedad en el individuo, por ejemplo, reconstituir el sistema hematopoyético.

"Tratamiento" o "tratar", como se usa en el presente documento, incluye cualquier efecto deseable en los sintomas o
patologia de una enfermedad o afeccion patoldgica, y puede incluir cualquier reduccién minima en uno o mas
marcadores mensurables de la enfermedad o afeccién que se esta tratando. "Tratamiento" no indica necesariamente
una erradicacién o cura completa de la enfermedad o afeccién, o sintomas asociados a los mismos. En métodos en
particular de la invencion, tratamiento o tratar proporciona una mejora del injerto de una poblacién celular en un
sujeto, mejora de la reconstitucion hematopoyética en un sujeto, o mejora de la supervivencia en un sujeto.

Los sujetos con necesidad de este tipo de tratamiento incluyen sujetos que padecen (por ejemplo, que estan
afectados con) trastornos sanguineos no malignos, en particular inmunodeficiencias (por ejemplo, SCID, anemia de
Fanconi, anemia aplasica grave, o hemoglobinopatias congénitas, o enfermedades de almacenamiento metabdlico,
tales como enfermedad de Hurler, enfermedad de Hunter, manosidosis, entre otras) o cancer, en particular
neoplasias hematoldgicas, tales como leucemia aguda, leucemia crénica (mieloide o linfoide), linfoma (Hodgkin o no
Hodgkin), mieloma multiple, sindrome mielodisplasico, o canceres no hematolégicos tales como carcinoma de
mama, carcinoma de colon, neuroblastoma, o carcinoma de células renales.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 654 994 T3

Los métodos de la invencion se pueden usar para tratar cualquier enfermedad o trastorno en el que es deseable a
aumentar la cantidad de células madre o precursoras hematopoyéticas en la medula ésea o movilizar células madre
o precursoras hematopoyéticas a la médula 6sea. Por ejemplo, los métodos de la invencién se pueden usar para
tratar pacientes que requieren un trasplante de médula 6sea o un trasplante de células madre o precursoras
hematopoyéticas, tales como pacientes con cancer que se someten a quimioterapia y/o terapia de radiacion. Los
métodos de la presente invencidon son particularmente Utiles en el tratamiento de pacientes que se someten a
quimioterapia o terapia de radiacion para el cancer, incluyendo pacientes que padecen mieloma, linfoma no Hodgkin,
linfoma de Hodgkin, leucemia, y tumores sélidos (cancer de mama, cancer de ovario, cancer cerebral, cancer de
préstata, cancer de pulmon, cancer de colon, cancer de piel, cancer de higado, o cancer pancreatico). Los métodos
de la presente invencién también se pueden usar en el tratamiento de pacientes que padecen anemia aplasica, un
trastorno inmunoldgico (sindrome de deficiencia inmunitaria combinada grave o lupus), mielodisplasia, talasemia,
anemia drepanocitica o sindrome de Wiskott-Aldrich. Los trastornos tratados con los métodos de la invencion
pueden ser el resultado de un efecto secundario o complicacién no deseados de otro tratamiento primario, como
terapia de radiacion, quimioterapia, o tratamiento con un farmaco supresor de la médula 6sea, tal como zidovadina,
cloranfenicol o gangciclovir. Los trastornos de este tipo incluyen neutropenias, anemias, trombocitopenia, y
disfunciéon inmune. Ademas, los métodos de la invencion se pueden usar para tratar dafios a la médula ésea
causados por exposicion no intencionada a agentes tdxicos o radiacion.

El trastorno a tratar también puede ser el resultado de una infecciéon (por ejemplo, infeccién virica, infeccion
bacteriana o infeccion fungica) que produce dafo a las células madre o precursoras de la médula ésea.

Ademas de lo mencionado anteriormente, las afecciones adicionales que se pueden beneficiar de tratamiento
usando los métodos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, linfocitopenia, linforrea, linfostasis, eritrocitopenia,
trastornos  ertrodegenerativos, eritroblastopenia, leucocitoblastosis; eritroclasia, talasemia, mielofibrosis,
trombocitopenia, coagulacion intravascular diseminada (DIC), purpura trombocitopénica inmune (autoinmune) (ITP),
ITP inducida por VIH, mielodisplasia; enfermedad trombocitética, trombocitosis, neutropenias congénitas (tales como
sindrome de Kostmann y sindrome de Schwachman-Diamond), neutropenias asociadas a neoplasias, neutropenia
ciclica infantil y adulta; neutropenia post-infecciosa; sindrome mielodisplasico; neutropenia asociada a quimioterapia
y radioterapia; enfermedad granulomatosa crénica; mucopolisacaridosis; anemia de Diamond Blackfan; anemia
drepanocitica; o Beta talasemia mayor.

En una realizacién en particular, el paciente con necesidad de un trasplante es un donante de médula ésea que ha
donado médula 6sea, es un donante de médula ésea que va a donar médula 6sea, es un receptor del trasplante de
un donante de médula 6sea, tiene células precursoras hematopoyéticas bajo estrés ambiental, tiene anemia, tiene
un nivel reducido de funcion celular inmunoldgica en comparacion con un sujeto normal, o tiene una deficiencia del
sistema inmunitario.

En una cierta realizacion, el paciente con necesidad de un trasplante tienen mieloma, linfoma no Hodgkin, linfoma de
Hodgkin, leucemia mieloide cronica, leucemia mielégena cronica, leucemia granulocitica crénica, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia no linfoblastica aguda, o pre-leucemia.

D. Agentes Usados en los Métodos de la Invencion

En diversas realizaciones, la invencidon contempla una composiciéon terapéutica de una poblacién de células que
comprende células madre o precursoras hematopoyéticas puestas en contacto con uno o mas agentes que
aumentan la expresion genética de CXCR4 en las células, tales como agentes que estimulan las rutas de
sefializacion celular de PGE2R; y/o PGE2Ru.

Usando practicas de cGMP, los agentes utiles para preparar la composicién terapéutica de la invencion se pueden
formular en un disolvente organico, tal como acetato de metilo, para su uso en la puesta en contacto de las células
de la invencion, y se pueden proporcionar en un recipiente sin endotoxinas. Los agentes contemplados por la
invencion son adecuados para administracién ex vivo a células de mamifero, como se describe en el presente
documento. En ciertas realizaciones, el disolvente por lo general es un disolvente organico adecuado, como se
describe en el presente documento (por ejemplo, DMSO, DMF, DME, etc., incluyendo combinaciones o mezclas de
los mismos). Uno o mas disolventes se pueden combinar en ciertas proporciones. Por ejemplo, una mezcla de dos
disolventes se puede combinar en una proporcién de 9,5:0,5, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, etc., incluyendo todos los
numeros enteros y puntos decimales.

La expresion "disolvente organico" o "disolvente organico adecuado” se refiere generalmente a liquidos o gases que
contienen carbono que disuelven un soluto sélido, liquido o gaseoso, dando como resultado una solucion. Un
disolvente organico "adecuado” es uno que sea apropiado para administracion ex vivo a, o incubacién con, células
de mamifero, y también puede ser apropiado para administracién in vivo a un sujeto, tal como con una toxicidad
minima u otros efectos inhibitorios en condiciones ex vivo (por ejemplo, cultivo celular) o in vivo a una concentracion
seleccionada para el periodo de incubacion o administracion. Un disolvente organico adecuado también deberia ser
apropiado para un almacenamiento con estabilidad y manipulaciéon de los agentes que se describen en el presente
documento. Los ejemplos de disolventes organicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, dimetilsulféxido
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(DMSO), N,N-dimetilformamida (DMF), dimetoxietano (DME), y dimetilacetamida, incluyendo mezclas o
combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, una composicién o disolvente organico esta
"sustancialmente libre" de acetato de metilo, lo que significa que no deberia haber mas que cantidades traza de
acetato de metilo en la composicion o disolvente, y preferentemente cantidades indetectables (por ejemplo, tal como
se mide mediante cromatografia liquida a alta presion (HPLC), cromatografia de gases (GC), etc.).

Como se usa en el presente documento, la expresion "sin endotoxina" se refiere a recipientes y/o composiciones que
contienen como maximo cantidades traza (es decir, cantidades que no tienen efectos fisioldgicos adversos para un
sujeto) de endotoxina, y preferentemente cantidades indetectables de endotoxina. Por "sustancialmente libre de
endotoxina" se hace referencia a que hay menos endotoxina por dosis de células de la permitida por la FDA para un
agente bioldgico, que es una endotoxina total de 5 EU/kg de peso corporal al dia, que para un promedio de 70 kg de
persona es 350 EL) por dosis total de células. En una realizacion, la expresion "sin endotoxina" se refiere a un
recipiente y/o composiciones que esta en al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 %, o un 100 % libre de endotoxina. Las endotoxinas son toxinas asociadas con ciertas
bacterias, por lo general bacterias gram-negativas, aunque algunas endotoxinas se pueden encontrar en bacterias
gram-positivas, tales como Listeria monocytogenes. Las endotoxinas mas prevalentes son lipopolisacaridos (LPS) o
lipooligosacaridos (LOS) encontrados en la membrana externa de diversas bacterias Gram-negativas, y que
representan una caracteristica patogenia fundamental en la capacidad de estas bacterias para producir
enfermedades. Las cantidades pequefias de endotoxina en seres humanos pueden producir fiebre, una disminucién
de la presion sanguinea, y activacion de inflamacién y coagulacion, entre otros efectos fisioldgicos adversos. Por lo
tanto, a menudo es deseable eliminar la mayoria o todas las trazas de endotoxina de los recipientes para producto
farmacologico, porque incluso pequefias cantidades pueden producir efectos adversos en seres humanos. Las
endotoxinas se pueden eliminar recipientes usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, los recipientes se
pueden limpiar en un equipo de lavado con filtro HEPA con agua sin endotoxina, someter a despirogenado a 250 °C,
y envasar en estado limpio en estaciones de trabajo con filtros HEPA situados dentro de una sala limpia de clase
100/10 (por ejemplo, una sala limpia de clase 100, contiene no mas de 100 particulas con un tamafo superior a
medio micrémetro en 28 | de aire).

Como se usa en el presente documento, la expresion "buenas practicas de fabricacion (GMP)" se refiere al control y
gestion de la fabricacion, y ensayo de control de calidad, de alimentos, productos farmacéuticos y dispositivos
médicos. Las GMP no necesariamente dependen de la toma de muestras, sino que en su lugar dependen de la
documentacién de cada aspecto del proceso, actividades y operaciones implicadas en la fabricaciéon del farmaco y
del dispositivo médico. Si la documentacién que muestra como se prepard y sometié a ensayo el producto (lo que
permite la trazabilidad y, en el caso de futuros problemas, retirada del mercado) no es correcta y esta en orden,
entonces el producto no satisfacer las especificaciones requeridas y se considera que esta contaminado (es decir,
adulterado en Estados Unidos). Ademas, las GMP por lo general requieren que todo el equipo de fabricacion y
ensayo estire bien cualificado para que sea adecuado para su uso, y que todos los metodologias y procedimientos
operativos (por ejemplo, fabricacion, limpieza y ensayo analitico) utilizados en el proceso de fabricacion del farmaco
se hayan validado de acuerdo con especificaciones predeterminadas para demostrar que pueden desarrollar su
funciéon o funciones pretendidas. En Estados Unidos, la expresién "buenas practicas de fabricacién actuales"
aparece en 501 (B) del 1938 Food, Drug, and Cosmetic Act (21 U.S.C. § 351).

Los agentes que se pueden usar para preparar una composicion terapéutica de la invencion son agentes capaces de
aumentar la migracion dirigida y potencial de injerto de una poblacion de células madre o precursoras
hematopoyéticas humanas. Los agentes de este tipo incluyen agentes que aumentan la expresion genética de
CXCR4 en las células, incluyendo agentes que estimulan las rutas de sefalizacion celular de PGE2R: y/o PGE2Rs.
Los agentes utiles incluyen, pero no se limitan a, PGE, y agentes que tienen actividad de dmPGE;, por ejemplo,
analogos de PGE;, analogos o potenciadores de AMPc y activadores de Ga-s. En ciertas realizaciones, los analogos
especificos de PGEzR4 tienen interés en particular, y en algunas realizaciones, el agente se une a, y activa
preferentemente, un receptor E4 de PGE..

Como se usa en el presente documento, los términos "prostaglandina Ez" o "PGE" incluyen, pero no se limitan a,
cualquier molécula de PGE> de origen natural o sintetizada por via quimica, asi como "analogos" de la misma. Como
se usa en el presente documento, el término "analogo" o se refiere a una molécula quimica que es similar a otra
sustancia quimica, por ejemplo, PGE, en estructura y funcion, que a menudo se diferencian estructuralmente un
solo elemento o grupo, pero que pueden diferenciarse por la modificacion de mas de un grupo (por ejemplo, 2, 3 0 4
grupos) si mantiene la misma funcién que el agente quimico precursor. Las modificaciones de este tipo son de rutina
para las personas con experiencia en la materia, e incluyen, por ejemplo, restos quimicos adicionales o sustituidos,
tales como ésteres o amidas de un acido, grupos protectores tales como un grupo bencilo para un alcohol o tiol, y
grupos terc-butoxilcarbonilo para una amina. También estan incluidas las modificaciones en las cadenas laterales de
alquilo, tales como sustituciones de alquilo (por ejemplo, metilo, dimetilo, etilo, etc.), modificaciones a nivel de
saturacion o insaturacion de cadenas laterales, y la adicion de grupos modificados tales como fenilo sustituido y
fenoxi. Los analogos también pueden incluir conjugados, tales como restos de biotina o avidina, enzimas tales como
peroxidasa de rabano picante y similares, y que incluyen restos radioetiquetados, bioluminescentes,
quimioluminiscentes, o fluorescentes. Ademas, los restos se pueden afiadir a los agentes que se describen en el
presente documento para alterar sus propiedades farmacocinéticas, tal como para aumentar la semivida in vivo o ex
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vivo, 0 para aumentar sus propiedades de penetracion celular, entre otras propiedades deseables. También estan
incluidos los profarmacos, de los que se sabe que potencian numerosas cualidades deseables de los agentes
farmacéuticos (por ejemplo, solubilidad, biodisponibilidad, fabricacion, etc.) (Véase, por ejemplo, el documento
WO/2006/047476 para las agonistas de EP a modo de ejemplo).

Los ejemplos ilustrativos de "analogos" de PGE; y agentes que tienen actividad de dmPGE: incluyen, pero no se
limitan a, 16,16-dimetil PGE, (dmPGE;), éster de fenilo de 16,16-dimetil PGE;, p-(p-acetamidobenzamido), 11-
desoxi-16,16-dimetil PGE,, 9-desoxi-9-metilen-16,16-dimetil PGE,, 9-desoxi-9-metilen PGE,, 9-ceto Fluprostenol, 5-
trans PGE,, 17-fenil-omega-trinor PGE,, amida de PGE; serinol, éster de metilo de PGE;, 16-fenil tetranor PGE-,
15(S)-15-metil PGE,, 15(R)-15-metil PGE,, 8-iso-15-ceto PGE,, éster de isopropilo de 8-iso PGE», 20-hidroxi PGE-,
11-desoxi PGE1, nocloprost, sulprostona, butaprost, 15-ceto PGE, y 19 (R) hidroxi PGE,. también estan incluidos
los analogos o derivados de PG que tienen una estructura similar a la de PGE; que estan sustituidos con halégeno
en la posicion 9 (véase, por ejemplo, el documento WO 2001/12569) asi como derivados de 2-descarboxi-2-fosfinico
prostaglandina, tales como los que se describen en la Publicacion de Estados Unidos N.° 2006/024721%)

Los analogos de PGE1, que incluyen, pero no se limitan a alprostadilo, también se pueden usar para activar las rutas
de sefalizacion celular de PGE2R; (EP.) y PGE2R4 (EP4), and y se contemplan como agentes utiles en los métodos
de la invencion.

Se contempla que la estimulacion/activacion de las rutas de sefializacion celular de PGE2R; (EP2) y PGE2R4 (EP4)
es la base de las respuestas fisiolégicas en células madre y precursoras hematopoyéticas que aumentan el injerto,
mantienen la viabilidad celular, y aumentan migracion dirigida y proliferacion de las células. Por consiguiente, en una
realizacion, un "ligando no basado en PGE" que se une a y que estimula los receptores PGE2R, y PGE2R4 (es decir,
un agonista de PGE2R2/PGE2R4) se contempla para su uso en los métodos de la presente invencion.

Los ejemplos ilustrativos de agonistas del receptor EP, no basados en PGE; incluyen CAY10399, ONO_8815Ly,
ONO-AE1-259, CP-533,536 y carbazoles y fluorenos desvelados en el documento WO 2007/071456.

Los ejemplos ilustrativos de agonistas de EP4 no basados en PGE; incluyen ONO-4819, APS-999 Na, AH23848,
ONO-AE1-329, y otros agonistas de EP4 no basados en PGE; desvelados en el documento WO/2000/038663;
documento de Patente de Estados Unidos N.°6.747.037; y documento de Patente de Estados Unidos
N.°6.610.719).

Los agentes selectivos para el receptor EP, de PGE> se unen preferentemente a receptores EP, de PGE;,. Los
agentes de este tipo tienen una afinidad mas elevada hacia el receptor EP4+ que para cualquier otro de los tres
receptores EP en particular EP1, EP, y EP3. Dos agentes que se unen de forma selectiva al receptor EP4 de PGE
incluyen, pero no se limitan a, agentes seleccionados entre el grupo que consiste en: 5-[(IE,3R)-4,4-difluoro-3-
hidroxi-4-fenil-1-buten-1-il]-1-[6-(2H-tetrazol-5R-il)hexil]-2-pirrolidinona; acido 2-[3-[(IR,2S,3R)-3-hidroxi-2-[(E,3S)-3-
hidroxi-5-[2-(metoximetil )fenil]pent-1-enil]-5-oxociclopentil]sulfanilpropilsulfanil] acético; 4-[2-[(IR,2R,3R)-3-hidroxi-2-
[(E,3S)-3-hidroxi-4-[3-(metoximetil)fenil]but-1-enil]-5-oxociclopentilletilsulfanillbutanoato de metilo; 16-(3-
Metoximetil)fenil-ro-tetranor-5-tiaPGE; 5-{3-[(2S)-2-{(3R)-3-hidroxi-4-[3-(trifluorometil )fenil]butil}-5-oxopirrolidin-
1il]propil]tiofeno-2-carboxilato; (3-metil-tiofeno-2-carbonil)-amida] del acido [4'-[3-butil-5-oxo-I-(2-trifluorometil-fenil)-
1,5-dihidro-[1,2,4]triazol-4-ilmetil]-bifenil-2-sulfénico; y (acido (Z2)-7-{(IR,4S,5R)-5-[(E)-5-(3-cloro-benzo[b]tiofen-2-il)-3-
hidroxi-pent-1-enil]-4-hidroxi-3,3-dimetil-2-oxo-ciclopentil}-hept-5-enoico), y sales farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de estos agentes.

Un "potenciador de AMP ciclico (AMPc)", se refiere a una molécula que produce o causa una cantidad mayor de
AMPc en una célula, o una cantidad mayor de actividad de AMPc en una célula, o cualquier otro componente
relevante de una ruta de transduccion de sefales relacionada con AMPc, o una respuesta o efecto fisiologicos
corriente abajo mensurable de una ruta de sefializacion de AMPc, en comparacién con ningdn agente o una
molécula/composicion de control. En una realizacion en particular, el agente que tiene actividad de dmPGE: es un
analogo o potenciador de AMPc.

Los potenciadores de AMPc de la presente invencion por lo general aumentan o mantienen los niveles intracelulares
y/o actividad de AMPc. Mas generalmente, el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc, AMP ciclico o monofosfato
de adenosina 3'-5'-ciclico) actia como un mensajero secundario importante en muchos procesos bioldgicos. Los
sistemas de mensajeros secundarios se refieren a métodos de sefializaciéon celular, con lo que una molécula de
sefalizacion que se puede difundir se produce/secreta rapidamente después de una cierta sefial de activacion, que a
continuacién puede activar las proteinas efectoras dentro de la célula para ejercer una respuesta celular. Por
ejemplo, entre otras respuestas, la sefializacion de AMPc transfieren los efectos de las prostaglandinas, que de otro
modo no pueden pasar a través de la membrana celular. EI AMPc también regula el paso de Ca®" a través de
canales ionicos.

Los efectos corriente abajo mensurables pueden incluir mayor viabilidad, proliferacion o expansion, y

autorrenovacion e injerto de las células madre, entre otros, evidentes a partir de la comprensién de a la técnica y la
descripcion en el presente documento. Los potenciadores de AMPc pueden incluir "agonistas”, que por lo general se
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unen a un receptor u otra molécula de una célula y pueden desencadenar una respuesta de la célula, y
"antagonistas", que por lo general actian contra y bloquean/inhiben una accion, tal como bloqueando la degradacion
del AMPc (por ejemplo, bloqueando una fosfodiesterasa). También se contemplan los analogos de AMPc.

La actividad de AMPc también se puede regular de forma negativa mediante una diversidad de mecanismos. Por
ejemplo, la subunidad Go-s cataliza lentamente la hidrélisis de GTP a GDP, que a su vez desactiva la proteina Gs,
interrumpiendo de ese modo la ruta de AMPc. La ruta de AMPc también se puede desactivar corriente abajo
inhibiendo directamente la adenilil ciclasa o mediante desfosforilacién de las proteinas fosforiladas por PKA. La
adenilil ciclasa, y por lo tanto la produccion de AMPc, se pueden inhibir por agonistas de los receptores acoplados a
la proteina G (Gj) inhibidora de la adenilil ciclasa. La descomposicion del AMPc en AMP esta catalizada por la
enzima fosfodiesterasa, que también puede actuar como un regulador negativo de la sefializacion de AMPc.

Los ejemplos ilustrativos de moléculas que inhiben la ruta de AMPc incluyen, por ejemplo AMPc fosfodiesterasa, que
desfosforila AMPc en AMP, reduciendo los niveles de AMPc; proteina G;, que inhibe la adenilil ciclasa, reduciendo de
este modo los niveles de AMPc; y toxina tosferinica (Pertussis), que disminuye los niveles de AMPc.

Los potenciadores de AMPc de la invencion por lo general son capaces de activar la ruta de AMPc en cualquiera de
las etapas que hay en esa ruta, o pueden evitar la regulacién negativa (por ejemplo, degradacion) de AMPc, e
incluyen agentes quimicos, polipéptidos, anticuerpos, y otras moléculas que tienen efectos funcionales de este tipo.
Las moléculas poco agentes que activan la ruta de AMPc a modo de ejemplo pueden incluir, por ejemplo, toxina del
célera, que aumenta los niveles de AMPc; forskolina, un producto natural de diterpeno natural que activa la adenilil
ciclasa; y cafeina y teofilina, que inhiben la AMPc fosfodiesterasa, lo que conduce a una activacion de las proteinas
G que a continuacién activa en la ruta de AMPc.

Los ejemplos ilustrativos de potenciadores de AMPc incluyen, pero no se limitan a, éster de forbol, forskolina,
esclarelina, 8-bromo-AMPc, toxina del cdélera (CTx), aminofilina, 2,4 dinitrofenol (DNP), norepinefrina, epinefrina,
isoproterenol, isobutilmetilxantina (IBMX), cafeina, teofilina (dimetilxantina), dopamina, rolipram, iloprost,
prostaglandina Es, prostaglandina E,, polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP), y
polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), entre otros conocidos en la técnica. Como se ha mencionado a modo de
ejemplo anteriormente, los ejemplos de potenciadores de AMPc también incluyen AMPc y analogos de AMPc, tales
como sp-5,6-DCI-BIMPS (BIMPS) y dibutiril AMPc (dbAMPCc), entre otros.

El AMPc esta implicado en el crecimiento y/o supervivencia de las células madre hematopoyéticas en (véase, por
ejemplo, Negrotto et al., Experimental Hematology 34: 1420-1428, 2006, incorporado en el presente documento por
referencia en su totalidad). Por ejemplo, se observé que dos analogos de AMPc diferentes, tales como dibutiril-AMPc
y BIMPS, estimulan la supervivencia de las células CD34" obtenidas a partir del cordén umbilical humano
suprimiendo la apoptosis inducida por cualquiera de 6xido nitrico (NO) o privacién de suero. La implicacion de la ruta
de PKA y PI3K se demostrd por la capacidad de sus inhibidores especificos Rp-AMPc y Wortmanina o LY294002,
respectivamente, para invertir el efecto antiapoptético de BIMPS. Aunque la trombopoyetina (TPO), factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), o actor de células madre (SCF) no aumentan los niveles de AMPc,
la actividad antiapoptética ejercida por estos factores de crecimiento estaba bloqueada por la inhibicion de la
adenilato ciclasa y presenta sinergia con BIMPS. Por lo tanto, los analogos de AMP ciclicos suprimen la disminucién
de la formacién de colonias en células expuestas a NO o privacién de suero, mostrando que parece que AMPc no es
solamente una ruta fundamental que controla la supervivencia de CD34", sino también un mediador de la
citoproteccion mediada por TPO, G-CSF, y SCF.

De forma analoga, la activacion de AMPc, tal como por inyeccién de isoproterenol (que estimula la adenilil ciclasa) o
3',5'-monofosfato de adenosina y dibutirilo ciclico o después del injerto de células de médula 6sea, desencadenar
casi inmediatamente la entrada de las células madre trasplantadas en la fase S mediante induccién de la sintesis de
ADN (véase, por ejemplo, Necas et al., Cell Proliferation, 9: 223-230, 2008, incorporado en el presente documento
por referencia en su totalidad).

Un "activador o agente de activacion de Ga-s" o "activador o agente de activacion de la alfa-s proteina G" incluye
cualquier molécula capaz de activar la subunidad alfa de la proteina G estimulante ("Ga-s") o variantes de Ga-s. Los
ejemplos ilustrativos de activadores de Ga-s incluyen PGE; y agonistas y derivados del mismo, y toxina del célera.
En una realizacion en particular, el agente que tiene actividad de dmPGE; es un activador de Go-s.

Por lo tanto, las composiciones de la invencién que comprenden PGE; y agentes que tienen actividad de dmPGE,
por ejemplo, analogos de dmPGE, analogos o potenciadores de AMPc, y/o activadores de Ga-s se pueden utilizar
para conservar mantener la viabilidad celular, y aumentar el injerto, migracion dirigida, autorrenovaciéon y/o
expansion de células madre hematopoyéticas in vivo.

Por consiguiente, en realizaciones en particular, el injerto/potencial de injerto y/o expansion in vivo de células
madre/precursoras hematopoyéticas aumenta poniendo en contacto las células ex vivo o in vitro con PGE; y
analogos del mismo (por ejemplo, dmMPGEy), y agentes que tienen actividad de dmPGE; en cualquier combinacion
en particular, sin limitacién.
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En realizaciones en particular, una poblacion de células se trata (por ejemplo, se pone en contacto) con uno o mas
agentes, cada uno a una concentracion final de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 100 uM. En ciertas
realizaciones, una poblacion de células se trata con uno o mas agentes farmacéuticos, cada uno a una
concentracion final de aproximadamente 1 x 10™Ma aproximadamente 1 x 10° M, de aproximadamente 1 x 10" M
a aproximadamente 1 x 10" M, de aproximadamente 1x10"¥ M a aproximadamente 1 x 10° M, de aproximadamente
1x10" M a aproximadamente 1 x 10* M, de aproximadamente 1 x 10" M a aproximadamente 1 x 10° M, de
aproximadamente 1 x 10" Ma aproximadamente 1 x 10 M, de aproximadamente 1 x 10" M a aproximadamente
1x10°M, de aproximadamente 1 x 10° M a aproximadamente 1 x 10* M, de aproximadamente 1 x 10° M a
aproximadamente 1 x 10° M, de aproximadamente 1 x 10 M a aproximadamente 1 x 10 M, de aproximadamente
1x107 M a aproximadamente 1x10* M, de aproximadamente 1x10° M a aproximadamente 1x10*M, o
cualquier intervalo de concentraciones finales que intervenga.

En otra realizacion en particular, una poblacion de células se trata con uno o mas agentes, cada uno a una
concentracion final de aproximadamente 1 x 10™ M, ag)roximadamente 1x107" M, aproximadamente 1 x 1072 M,
aproximadamente 1 x 1070 M, a6proximadamente 1 x10” M, aproximadamente 1 x 108 M, aproximadamente 1 x 107
M a agroximadamente 1x10” M, aproximadamente 1 x 10 M, aproximadamente 1 x 10 M, aproximadamente
1 x10™ M, o cualquier concentracion final que intervenga. En los tratamientos que comprenden uno o mas agentes,
los agonistas se pueden encontrar en diferentes concentraciones entre si 0 en la misma concentracion.

En realizaciones en particular, una poblacion de células se trata (por ejemplo, se pone en contacto con uno o mas
agentes) 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9 010 o mas veces.

Una poblacion de células se puede poner en contacto de forma intermitente, de forma puntual, o de forma secuencial
con uno o mas agentes dentro del mismo recipiente (por ejemplo, poniendo en contacto la poblacién de células con
un farmaco durante un periodo de tiempo, intercambiando en medio de cultivo y/o lavando la poblacién de células, a
continuacion repitiendo el ciclo con la misma combinacién o con una combinacion diferente de agentes
farmacéuticos durante el mismo periodo de tiempo determinado previamente o un periodo de tiempo diferente
determinado previamente).

En realizaciones preferentes, una poblacion de células se trata con un agonista de PGE2R2 o PGE2R4, por ejemplo,
16,16-dimetil PGE,, a una concentraciéon final de aproximadamente 10 uM durante 2 horas a aproximadamente
37 °C.

Las duraciones de tratamiento a modo de ejemplo por lo general incluyen un tiempo de tratamiento de
aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2, horas, o aproximadamente 3 horas.

En realizaciones en particular, los agentes Uutiles en la invencion se pueden transferir desde un primer recipiente a un
segundo recipiente, en el que el segundo recipiente es un vial de 2 ml con una tapa de teflén que no esta libre de
endotoxina y que es adecuado para almacenamiento o administracion ex vivo del agente, en el que el agente es
16,16-dimetil PGE; a una concentracién de reserva de aproximadamente 10 mM, proporcionado en dimetilsulféxido
(DMSO) que esta sustancialmente libre de acetato de metilo, y en el que existe una cubierta de aire en el vial.
Preferentemente, toda la composicion, incluyendo el recipiente y el disolvente, es estéril y esta libre de endotoxinas.

En ciertas realizaciones, el segundo otro recipiente puede comprender células incluyendo células madre o
precursoras hematopoyéticas, tales como células de médula ésea, células de sangre periférica, o células del cordon
umbilical. Por consiguiente, estas y otras realizaciones pueden implicar la transferencia de la composicién desde el
primer recipiente o recipiente inicial a un segundo recipiente que es adecuado para condiciones de tratamiento ex
vivo y que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas en un medio adecuado. Como alternativa, la
poblacion de células humanas se puede transferir al primer o al segundo recipiente que ya contiene la composicion,
tal como una bolsa o tubo de PE, y que ya es adecuado para tratamiento ex vivo o condiciones de incubacion.

E. Composiciones de la Invencion Preparadas para su Administracion

La composicion terapéuticas de la invencidon son estériles, y son adecuadas y estan preparadas para su
administracion (es decir, se pueden administrar sin ninglin procesamiento adicional) a pacientes humanos. En
algunas realizaciones, la composicion terapéutica esta preparada para infusién en un paciente. Como se usa en el
presente documento, las expresiones "preparada para su administracion", "preparada para la administracion" o
"preparada para infusion" se refieren a una composicion a base de células de la invencion que no requiere ningun
tratamiento o manipulaciones adicionales antes de su trasplante o administracion a un sujeto.

Las composiciones estériles, terapéuticamente aceptables, adecuadas para administracién a un paciente pueden
comprender uno o mas vehiculos (aditivos) y/o diluyentes (por ejemplo, medio farmacéuticamente aceptable, por
ejemplo, medio de cultivo celular) u otros componentes farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composiciéon en particular que se esta administrando,
asi como por el método en particular usado para administrar la composicion terapéutica. Por consiguiente, existe una
gran diversidad de formulaciones adecuadas de composiciones terapéuticas de la presente invencion (véase, por
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ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed. 1985)).

En realizaciones en particular, las composiciones celulares terapéuticas que comprenden células madre y/o
precursoras hematopoyéticas comprenden un medio de cultivo celular farmacéuticamente aceptable. Una
composicion terapéutica que comprende una composicién basada en células de la presente invenciéon se puede
administrar por separado mediante métodos de administracion enteral o parenteral o en combinacién con otros
compuestos adecuados conseguirlos objetivos de tratamiento deseados.

El vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable debe ser de una pureza suficientemente alta y de una
toxicidad suficientemente baja para hacerlos adecuados para la administracion al sujeto humano que se esta
tratando. Ademas, deberia mantener o aumentar adicionalmente la estabilidad de la composicién terapéutica. El
vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser liquido o sdélido y se selecciona, con la forma planificada de
administracion en mente, para proporcionar el volumen deseado, consistencia, etc., cuando se combina con otros
componentes de la composicion terapéutica de la invencion. Por ejemplo, el vehiculo farmacéuticamente aceptable
puede ser, pero no se limita a, un agente aglutinante (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado,
polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa, etc.), una carga (por ejemplo, lactosa y otros azucares, celulosa
microcristalina, pectina, gelatina, sulfato calcico, etil celulosa, poliacrilatos, hidrogenofosfato calcico, etc.), un
lubricante (por ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice, diéxido de silicio coloidal, acido estearico, estearatos
metdlicos, aceites vegetales hidrogenados, almidon de maiz, polietilenglicoles, benzoato sédico, acetato sédico,
etc.), un agente desintegrante (por ejemplo, almidén, almidén glicolato sddico, etc.), o un agente humectante (por
ejemplo, lauril sulfato sodico, etc.). Otros vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para las
composiciones de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas, alcoholes,
polietilenglicoles, gelatinas, amilosas, estearatos de magnesio, talcos, acidos silicicos, parafinas viscosas,
hidroximetilcelulosas, polivinilpirrolidonas y similares.

Las soluciones de vehiculo de este tipo también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados.
El término "tampon", como se usa en el presente documento, se refiere a una solucién o liquido cuya composicion
quimica neutraliza acidos o bases sin un cambio significativo en el pH. Los ejemplos de tampones previstos por la
invencion incluyen, pero no se limitan a, soluciéon salina tamponada con fosfato de Dulbecco (PBS), solucion de
Ringer, dextrosa en agua al 5 % (D5W), solucién salina normalffisiolégica (NaCl al 0,9 %).

Estos vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables pueden estar presentes en cantidades suficientes para
mantener un pH de la composicidon terapéutica entre aproximadamente 3 y aproximadamente 10. Como ftal, el
agente tamponador puede ser tanto como aproximadamente un 5 % en una base de peso a peso de la composicion
total. Los electrolitos tales como, pero no limitados a, cloruro sédico y cloruro potasico también se pueden incluir en
la composicion terapéutica.

En un aspecto, el pH de la composicién terapéutica esta en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente
10. Como alternativa, el pH de la composicién terapéutica estad en el intervalo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 9, de aproximadamente 6 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 6,5 a aproximadamente
8. En ofra realizacion, la composicion terapéutica comprende un tampoén que tiene un pH en uno de dichos intervalos
de pH. En otra realizacién, la composicion terapéutica tiene un pH de aproximadamente 7. Como alternativa, la
composicion terapéutica tiene un pH en un intervalo de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,4. Ademas en
otra realizacion, la composicion terapéutica tiene un pH de aproximadamente 7,4.

La composicion estéril de la invencion puede ser una solucién o suspension estéril en un medio farmacéuticamente
aceptable, no toxico. El término "suspension" como se usa en el presente documento puede hacer referencia a
condiciones no adherentes en las que las células no estan unidas a un soporte sélido. Por ejemplo, las células
mantenidas en suspension se pueden agitar y no se adhieren a un soporte, tal como una placa de cultivo.

Una suspension es una dispersion (mezcla) en la que una especie finamente dividida se combina con otra especie,
estando la primera tan finamente dividida y mezclada que no sedimenta rapidamente. Una suspension se puede
preparar usando un vehiculo tal como un medio liquido, que incluye una solucion. En realizaciones en particular, la
composicion terapéutica de la invencidon es una suspension, en la que las células madre y/o precursoras
hematopoyéticas se dispersan dentro de un medio liquido o solucién aceptables, por ejemplo, medio salino o sin
suero, y no se unen a un soporte sélido En la vida cotidiana, las suspensiones mas comunes son las de sélidos en
agua liquida. Entre los diluyentes aceptables, por ejemplo, los vehiculos y disolventes, que se pueden emplear son
agua, solucién de Ringer, solucion de cloruro sédico (solucidn salina) isotonica y medio de cultivo celular sin suero.
En algunas realizaciones, en la preparacion de suspensiones se emplean soluciones hipertonicas. Ademas, los
aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un medio disolvente o de suspension. Para aplicacion
parenteral, los vehiculos particularmente adecuados consisten en soluciones, soluciones oleosas o0 acuosas, asi
como suspensiones, emulsiones o implantes. Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que aumentan
la viscosidad de la suspension e incluyen, por ejemplo, carboximetil celulosa sédica, sorbitol y/o dextrano. En
algunas realizaciones, la solucion de infusion es isotdnica para los tejidos del sujeto. En algunas realizaciones, la
solucién de infusion es hipertonica para los tejidos del sujeto.
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El vehiculo, diluyentes y otros componentes farmacéuticamente aceptables que comprenden la composicion
terapéutica de la invencion preparada para su administracion se a partir de reactivos de calidad farmacéutico de
Estados Unidos que permitiran el uso de la composicion terapéutica en regimenes clinicos. Por lo general, estos
reactivos terminados, que incluyen cualquier medio, solucion u otros vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente
aceptables, se esterilizan de manera convencional en la técnica, tales como filtros esterilizados, y se someten a
ensayo para detectar diversos agentes contaminantes no deseados, como micoplasma, endotoxina, o contaminacion
con virus, antes de su uso. En una realizacién el vehiculo farmacéuticamente aceptable esta sustancialmente libre
de proteinas naturales de origen humano o animal, y es adecuado para almacenar la poblacidon de células de la
carga terapéutica, que incluye células madre y precursoras hematopoyéticas. La composicion terapéutica esta
destinada a su administraciéon en un paciente humano y, por lo tanto, esta sustancialmente libre de componentes de
cultivo celular tales como albumina de suero bovino, suero de caballo y suero bovino fetal.

La invencién también contempla, en parte, el uso de un medio de cultivo celular farmacéuticamente aceptable
composiciones y/o cultivos de la presente invencion en particular. Las composiciones de este tipo son adecuadas
para su administracion a sujetos humanos. Hablando en términos generales, cualquier medio que soporte el
mantenimiento, crecimiento, y/o estado de las células reprogramadas y/o programadas deseadas de la invencion es
adecuado para su uso como un medio de cultivo celular farmacéutico. En realizaciones en particular, el medio de
cultivo celular farmacéuticamente aceptable es un medio sin suero.

La composicion terapéutica puede comprender un medio sin suero adecuado para almacenar la poblacién de células
que comprende la composicion. El medio sin suero tiene varias ventajas con respecto al medio que contiene suero,
que incluye una composicion simplificada y mejor definida, una reduccion del grado de contaminantes, eliminacion
de una fuente potencial de agentes infecciosos y menor coste. En diversas realizaciones, el medio sin suero no
proviene de animales, y opcionalmente puede estar libre de proteinas. Opcionalmente, el medio puede contener
proteinas recombinantes biofarmacéuticamente aceptables. Medio "que no proviene de animales" se refiere a un
medio en el que los componentes se obtienen a partir de fuentes no animales. Las proteinas recombinantes
reemplazan a las proteinas animales nativas en un medio que no proviene de animales y los nutrientes se obtienen a
partir de fuentes sintéticas, vegetales o microbianas. Por el contrario, el medio sin proteinas se define como
sustancialmente libre de proteinas.

El medio sin suero empleado en la presente invencidon es una formulacion adecuada para uso en protocolos y
productos terapéuticos humanos. Un medio sin suero es QBSF-60 (Quality Biological, Inc.), como se describe en el
documento de Patente de Estados Unidos N.°5.945.337. QBSF-60 isoptimizado con componentes de calidad
farmacéutica de Estados Unidos y esta formado por el medio basal IMDM mas L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de
penicilina, 100 uyg/ml de estreptomicina, albumina de suero de calidad inyectable en ser humano (4 mg/ml) (Alpha
Therapeutic Corporation), transferrina humana saturada parcialmente con hierro (300 pg/ml) (Sigma Chemical
Corporation o Bayer Corporation) e insulina sédica humana recombinante (0,48 U/ml) (Sigma). Otros medios sin
suero conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a: medio de cultivo sin suero StemPro-34 del Catalogo de
Life Technologies; Capmany, et al., Short-term, serum-free, static culture of cord blood-derived CD34" cells: effects of
FLT3-L and MIP-1a on in vitro expansion of hematopoietic progenitor cells, Haematologica 84: 675-682 (1999);
Daley, J P, et al., Ex vivo expansion of human hematopoietic progenitor cells in serum-free StemProTM-34 Medium,
Focus 18 (3): 62-67; informacion del Catalogo de Life Technologies sobre medio de cultivo sin suero AIM V;
informacion del Catalogo de BioWhittaker sobre medio de cultivo sin suero X-VIVO 10; documento N.° 5.397.706 con
el titulo Serum-free basal and culture medium for hematopoietic and leukemia cells; no cell proliferation; Kurtzberg et
al., 18: 153-4 (2000); Kurtzberg et al., Exp Hematol 26 (4): 288-98 (abril de 1998).

Alguien con una experiencia habitual en la materia podria observar que el ejemplo de medio mencionado
anteriormente es ilustrativo y de ninguna manera limita la formulacion de medios adecuados para su uso en la
presente invencion y que existen muchos de estos medios conocidos y disponibles para uso en la técnica.

En diversas realizaciones, la composicién terapéutica de la invencion comprende una solucion estéril de albumina de
suero humano (HSA), tal como HSA al 5 %, y dextrano de bajo peso molecular (LMW).

La composicion terapéutica esta sustancialmente libre de contaminacién con micoplasma, endotoxina, y microbiana.
En realizaciones en particular, la composicién terapéutica contiene menos de aproximadamente 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,1,
0,05 ug/ml de albumina de suero bovino.

Por "sustancialmente libre" con respecto a endotoxina se hace referencia a que hay menos endotoxina por dosis de
células de la permitida por la FDA para un agente biologico, que es una endotoxina total de 5 EU/kg de peso
corporal al dia, que una persona con un peso medio de 70 kg es de 350 EU por dosis total de células.

Con respecto a contaminacidon con micoplasma y microbiana, "sustancialmente libre", como se usa en el presente
documento, se refiere a una lectura negativa para los ensayos aceptados generalmente por los expertos en la
materia. Por ejemplo, la contaminacion con micoplasma se determina mediante el subcultivo de una muestra de la
composicion terapéutica en medio de caldo de cultivo y distribucién sobre placas de agar los dias 1, 3, 7,y 14 a
37 °C con controles positivos y negativos apropiados. El aspecto de la muestra se compara por via microscopica, a
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100x, con respecto al control positivo y negativo. Ademas, la inoculacion de un cultivo celular indicador se incuba
durante 3 y 5 dias y se examina a 600x para la presencia de micoplasmas mediante microscopia de epifluorescencia
usando un fluorocromo de unién a ADN. La muestra se considera satisfactoria si el procedimiento de medio de agar
y/o de caldo de cultivo y el procedimiento de cultivo celular indicador no muestran signos de contaminacion con
micoplasma.

Las composiciones terapéuticas de la invencion tienen tipo de HLA y pueden ser compatibles o ser compatibles
parcialmente con un paciente especifico para trasplante. El tipo HLA se refiere al conjunto unico de proteinas
denominadas antigenos leucocitarios humanos. Estas proteinas estan presentes en cada célula del individuo y
permiten que el sistema inmune reconozca 'propio de 'extrafio’. La administracion de células o tejidos que se
reconocen como extrafios puede conducir a problemas de compatibilidad tales como rechazo inmunolégico o
enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD). Por consiguiente, el tipo y compatibilidad de HLA es
particularmente importante en trasplante de 6rganos y tejidos.

Existen seis HLA principales (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DP, y HLA-DQ). Cada antigeno de HLA tiene
multiples isoformas en la poblacion humana, y cada individuo puede tener dos isoformas diferentes para cada HLA
debido a la naturaleza diploide de nuestro genoma. Por lo tanto, una compatibilidad completa podria hacer
compatibles doce de doce isoformas. Una célula o tejido clonado por el mismo individuo como, o un gemelo idéntico
de, el receptor pretendido podria tener un tipo perfecto de HLA y se denomina singeneico o autélogo. También se
entiende que ciertos factores que incluyen, pero no se limitan a, los antecedentes étnicos y la raza se correlacionan
con ciertos tipos de HLA.

Existen muchas isoformas de HLA principales y secundarias y se entiende que una compatibilidad adecuada puede
incluir una compatibilidad entre un subconjunto de los HLA principales, todos los HLA principales, algunos o todos
los HLA principales y secundarios o cualquier combinacién conocida en la técnica que alivie el rechazo inmunoldgico
o GVDH. También se entiende que las directrices especificas para lo que constituye una buena compatibilidad de
tipo HLA depende de muchos factores. Por lo tanto, el experto en la materia debe tener criterio para evaluar la
idoneidad de una muestra dada de célula o tejido para trasplante en un individuo dado.

El tipo HLA se puede determinar usando los denominados métodos de baja resolucion, por ejemplo mediante
formacion de serotipos, o usando métodos basados en anticuerpo. La formacion de serotipos se basa en el
reconocimiento de anticuerpo de tipo se HLA. La formacion de serotipos puede distinguir entre 28 genes diferentes
de HLA-A, 59 genes de HLA-B y genes de 21 HLA-C. Una compatibilidad perfecta mediante métodos de formacion
de serotipos podria ser una denominada compatibilidad de seis de seis que hace referencia a los dos alelos para
cada HLA (A, B, y C) presente en cada individuo. En ciertos casos, una compatibilidad de cinco de seis o0 menos se
puede considerar como una buena compatibilidad tal como lo determina alguien con experiencia en la materia.

Otros métodos de resolucidon baja o media para determinar el tipo de HLA examinan las isoformas de HLA del
individuo, pero no dependen de la determinacién de la secuencia real de los alelos de HLA de un individuo. A
menudo, el donante esta relacionado con el individuo que recibe la muestra, en este caso la formacioén de serotipos
solo o en combinacién con otros métodos de resolucion baja o media puede ser suficiente para determinar si la
muestra es adecuada para trasplante. En otros casos una compatibilidad de cinco de seis 0 menor se encuentra
facilmente, pero una compatibilidad perfecta no se encuentra faciimente. En tales casos, puede ser ventajoso usar
células o tejidos con una compatibilidad menor en lugar de perder tiempo y esfuerzos en encontrar una
compatibilidad mejor del tipo de HLA.

Los métodos de alta resolucion implican el examen de la secuencia especifica de los genes o productos de
expresion genética de HLA (proteina o ARN). Los métodos de alta resolucién pueden distinguir entre miles de
diferentes isoformas.

Como minimo, la formacién de tipos de HLA de la composicién terapéutica se realiza para seis locus de HLA, HLA-
A, -B, y -DR, por ejemplo, a nivel de baja resolucién/separacion de antigeno.

A la formacién de tipos de HLA-DR se pueden utilizar métodos de ensayo basados en ADN. El ensayo basado en
ADN se puede usar para HLA-A y -B. Las directrices del centro de trasplante para la formacion de tipos de un
paciente, familia y para confirmar los tipos de HLA de los donantes potenciales no relacionados incluyen, formacion
de tipos de locus de HLA-A, B, y -DR usando métodos de ensayo basados principalmente en ADN para resolucion al
nivel de alelo para DRBI y nivel de baja resolucion/separacion de antigeno para HLA-A y -B. La formacién de tipos
de un paciente y el donante seleccionado se puede realizar usando el mismo conjunto de reactivos, metodologia, y
criterios de interpretacion con muestras de tejido recién preparadas para asegurar la identidad del HLA. Se cumplen
las garantias de calidad y control de calidad para los ensayos de HLA.

En diversas realizaciones, la poblacion de células comprende células madre o precursoras hematopoyéticas
haplotipadas. En algunas realizaciones, la poblacién de células que comprende la composicién terapéutica presenta
tipo de HLA basandose en HLA-A, HLA-B, HLA-C, y HLA-DRB1. En realizaciones en particular, la poblacion de
células presenta tipo de HLA basandose en el grupo que consiste en HLA-DRB3/4/5, HLA-DQB1, y DPB1. En
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algunas realizaciones, la poblacion de células que comprende la composicion terapéutica es compatible con un
paciente humano especifico. En algunas realizaciones, la poblacion de células que presenta haplotipo de HLA tiene
4 de 6 compatibilidades de HLA con un sujeto humano especifico. La compatibilidad de HLA se puede usar
basandose en alelos o antigenos, y combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la poblacion de células
que presenta haplotipo de HLA es una falta de compatibilidad parcial con un sujeto humano especifico, tal como el
sujeto al que se le administra la composicion terapéutica.

La composicién terapéutica de la invencion es capaz de obtener autorizacién del producto de la FDA (es decir,
aprobacion por la FDA) y otras autoridades sanitarias en otros paises y territorios reguladores, asi como etiquetado
del producto con caracterizacién de la informaciéon con respecto a indicacién del producto, eficacia del producto,
seguridad y pobreza. Es probable que la aprobacion por la FDA se base en la dosis de las células y faltas de
coincidencias de HLA. La composicion terapéutica de la invencion, en algunas realizaciones, se procesa y se
crioconserva de acuerdo con patrones acreditados, estériles, y se etiqueta para, por ejemplo, formacion de tipos de
RH y ABO, formacioén de tipos de HLA y los locus A, B, y DR-beta-1, y recuentos de procesamiento posteriores,
recuentos de CD34", recuentos de CFU-GM, identificacion sistematica de enfermedad infecciosa, historia familiar y
evidencias de consentimiento materno para donacién. La composicion terapéutica a usar para trasplante podria
incluir células que presente en una compatibilidad de un minimo de 4/6 antigenos o 3/6 alelos, y una dosis celular
como se describe en el presente documento.

F. Bio-Envases Inteligentes

En diversas realizaciones, la invencion contempla, en parte, métodos de terapia celular, por ejemplo, trasplantes de
células madre/precursoras hematopoyéticas, que comprenden poner en contacto una poblacion de células con uno o
mas agentes farmacéuticos en un recipiente sin endotoxinas como se describe en el presente documento, en las
condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o expansion in vivo de las células puestas en contacto en un sujeto
y administrar las células puestas en contacto con el sujeto.

La invencion contempla ademas, en parte, métodos para aumentar el injerto de células madre en un sujeto (por
ejemplo, un ser humano) que comprenden poner en contacto una poblacion de células que comprende células
madre y/o precursoras hematopoyéticas (por ejemplo, células de médula ésea, células de sangre periférica, y/o
células de sangre del cordon umbilical) con agentes que aumentan la expresion de CXCR4 en las células madre y/o
precursoras hematopoyéticas, tales como PGE,, dmPGE;, o agentes que tienen actividad de dmPGE, en un
recipiente sin endotoxinas como se describe en el presente documento, en las condiciones suficientes para
aumentar el injerto de las células puestas en contacto en un sujeto y administrar las células puestas en contacto con
el sujeto.

La invencién contempla ademas, en parte, métodos para aumentar el nimero de células madre o precursoras
hematopoyéticas en un sujeto (por ejemplo, un ser humano) que comprenden poner en contacto una poblacion de
células que comprende células madre y/o precursoras hematopoyéticas (por ejemplo, células de médula 6sea,
células de sangre periférica, y/o células de sangre del cordén umbilical) con agentes que aumentan la expresion de
CXCR4 en las células madre y/o precursoras hematopoyéticas, tales como PGE; o un analogo del mismo, por
ejemplo, 16,16-dimetil PGE, (dmPGE:) o un agente que tiene actividad de dmPGE; en un recipiente sin endotoxinas
como se describe en el presente documento, en las condiciones suficientes para aumentar la expansioén in vivo de
las células puestas en contacto en un sujeto y administrar las células puestas en contacto con el sujeto.

En diversas realizaciones ilustrativas, la invencién proporciona, en parte, un método para poner contacto las células
madre o precursoras hematopoyéticas con PGE; o un analogo del mismo, por ejemplo, 16,16-dimetil PGE;
(dmPGE>) o un agente que tiene actividad de dmPGE; en un recipiente sin endotoxinas como se describe en el
presente documento, en condiciones suficientes para mantener la viabilidad de las células madre/precursoras y
aumentar el injerto, migracion dirigida, y expansion in vivo.

En una realizacion, la invencion proporciona, en parte, un método para preparar una poblaciéon de células, por
ejemplo, células de médula ésea, células de sangre periférica movilizada, células de sangre del cordén umbilical,
para un trasplante, por ejemplo, trasplante de médula 6sea, que comprende poner en contacto las células con
dmPGE; o un agente que tiene actividad de dmPGE, en un recipiente sin endotoxinas como se describe en el
presente documento, en las condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o expansion in vivo de las células
puestas en contacto en un sujeto en comparacion con las células no puestas en contacto.

En una realizaciéon en particular, la invencion contempla, un método para aumentar el injerto de células madre o
precursoras hematopoyéticas en un sujeto que comprende administrar al sujeto, una fuente o poblacion de células
puestas en contacto con dmMPGE; o un agente que tiene actividad de dmPGE; en un recipiente sin endotoxinas
como se describe en el presente documento, en las condiciones suficientes para aumentar el injerto de las células
puestas en contacto en un sujeto en comparacion con las células no puestas en contacto.

En otra realizacion en particular, la invencién contempla, un método para tratar un sujeto con necesidad de un
trasplante de células madre/precursoras hematopoyéticas que comprende: seleccionar el sujeto con necesidad de
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un trasplante de células madre/precursoras hematopoyéticas y administrar a un sujeto, una poblacion de células
puestas en contacto con dmMPGE; o un agente que tiene actividad de dmPGE; en un recipiente sin endotoxinas
como se describe en el presente documento, en las condiciones suficientes para aumentar el injerto y/o expansion in
vivo de las células puestas en contacto en un sujeto en comparacion con las células no puestas en contacto.

Como se usa en el presente documento, el término "recipiente" generalmente se refiere a cualquier articulo que se
pueda usar para fines de cultivo, tratamiento, manipulacion, almacenamiento, analisis, incubacion, administracion y
que de otro modo establecimiento, soporte, cosecha, y poblaciones de células que comprenden células madre o
precursoras hematopoyéticas y productos secundarios de las mismas ex vivo o in vifro o de otro modo para una
diversidad de fines como se establece y se contempla en el presente documento.

Las realizaciones ilustrativas de recipientes incluyen, pero no se limitan a: bolsas (por ejemplo, bolsas intravenosas
(IV); bolsas de cultivo celular, por ejemplo, VueLife™, KryoSure™, KryoVue™, Lifecell®, PermaLife™, X-Fold™, Si-
Culture™, VectraCell™), biorreactores, dispositivos de cultivo celular o tisular, fundas, capsulas, viales para cultivo,
aparatos, fabricas celulares, recipientes, tubos de cultivo (por ejemplo, tubos de microcentrifugadora, EPPENDORF
TUBES®, tubos conicos FALCON®, etc.), placas de cultivo (por ejemplo, placas de Petri), Matraces de cultivo,
matraces de centrifugacion, frascos rotatorios, placas de multiples pocillos (por ejemplo, placas de 2 pocillos, 4
pocillos, 6 pocillos, 12 pocillos, 24 pocillos, 48 pocillos, 96 pocillos, y 384 pocillos), microincubadoras,
microvehiculos, microplacas, microportaobjetos y portaobjetos de camara, y dispositivos para implante (por ejemplo,
esponjas de colagena). El recipiente se puede usar multiples veces o puede ser un recipiente de un solo uso.

Preferentemente, los recipientes de la presente invencion estan libres de endotoxinas, y se fabrican de acuerdo con
las practicas GMP como se discute en cualquier parte en el presente documento.

En realizaciones en particular, los recipientes se pueden fabricar a partir de materiales que comprenden una o mas
de las siguientes caracteristicas: permeabilidad a gases (materiales que tienen tasas de transferencia de gases
adecuadas para oxigeno, didxido de carbono y nitrdgeno); tasas de pérdida de agua insignificantes (los materiales
son practicamente impermeables al agua); quimica y biolégicamente inertes (materiales que no reaccionan con los
contenidos del recipiente), y mantenimiento de la flexibilidad y resistencia en diversas condiciones (los materiales
permiten que el recipiente se pueda tratar con microondas, tratar con radiacion UV, centrifugar o usar dentro de un
amplio intervalo de temperaturas, por ejemplo, de -100 °C a +100 °C).

Los expertos en la técnica pertinente pueden seleccionar materiales poliméricos apropiados con las propiedades
deseadas de permeabilidad, biorreactivas y biocompatibles, resistencia a la temperatura, flexibilidad, conductividad
térmica, y resistencia.

Los materiales ilustrativos que son adecuados para la fabricacion de recipientes de la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a: vidrio, ceramica, metales, monémeros y polimeros de termosellado y elastémeros, y
termoplasticos monomeéricos y poliméricos. Los materiales termoplastico usa modo de ejemplo adecuados para la
fabricacion de recipientes de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a: resinas de acetal, delrina,
fluorocarbonos, poliésteres, elastdmeros de poliéster, metalocenos, poliamidas, nailon, cloruro de polivinilo,
polibutadienos, resinas de silicona, ABS (un acrénimo de "acrilonitrilo, butadieno, estireno"), policarbonato (también
denominado "PC" en la industria de plasticos) polipropileno, polietileno, poliestireno, polimeros de cristal liquido,
aleaciones y combinaciones y mezclas de compuestos de los mismos, y aleaciones reforzadas y combinaciones y
mezclas y compuestos de las mismas.

En realizaciones en particular, los recipientes se pueden fabricar a partir de uno o mas materiales seleccionados
entre el grupo que consiste en: ftalato de dietilhexilo, cloruro de polivinilo, polietileno, polipropileno, y etileno
propileno fluorado.

En diversas realizaciones ilustrativas, un recipiente se puede fabricar para que tenga un grosor de la pared
transversal en el que se basa y que es una funcién implicita de los materiales seccionados ay de las aplicaciones
pretendidas. Los grosores de pared transversal a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, grosores entre
aproximadamente 0,25 mm y aproximadamente 2,0 mm, entre aproximadamente 0,5 mm y aproximadamente
1,5 mm, y entre aproximadamente 0,75 mm y aproximadamente 1,25 mm En realizaciones en particular, el grosor de
la pared transversal de un recipiente es al menos 0,2 mm, 0,3 mm, 0,4 mm, 0,5 mm, 0,6 mm, 0,7 mm, 0,8 mm,
0,9mm, 1,0mm, 1,1 mm, 1,2mm, 1,3mm, 1,4mm, 1,5mm, 1,6 mm, 1,7mm, 1,8 mm, 1,9 mm, o 2,0mm o
cualquier grosor que intervenga.

En realizaciones ilustrativas en particular, los recipientes de la presente invencién se disefian para que tengan
cabida para volumenes especificos. Los volumenes a modo de ejemplo de los recipientes de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, volimenes de aproximadamente 10 ml, aproximadamente 25 ml, aproximadamente
50 ml, aproximadamente 75 ml, aproximadamente 100 ml, aproximadamente 150 ml, aproximadamente 250 ml,
aproximadamente 500 ml, aproximadamente 750 ml, aproximadamente 1000 ml, aproximadamente 1250 ml,
aproximadamente 1500 ml, aproximadamente 1750 ml, aproximadamente 2000 ml, o mas, incluyendo cualquier
volumen que intervenga. Por ejemplo, los voliumenes que intervengan entre 10 ml y 25 ml, incluyen 11 ml, 12 ml,

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 654 994 T3

13 ml, 14 ml, 15 ml, 16 ml, 17 ml, 18 ml, 19 ml, 20 ml, 21 ml, 22 ml, 23 ml, y 24 ml.

En ciertas realizaciones, un recipiente contemplado en el presente documento comprende 1, 2, 3, 4 0 5
compartimentos. Los compartimentos pueden ser del mismo tamafio o de tamafos diferentes y pueden tener las
mismas o diferentes porosidades. En una realizacion, la porosidad de los compartimentos adyacentes es tal que las
moléculas pequefas, nutrientes, polipéptidos, y/o factores de crecimiento se pueden intercambiar libremente entre
compartimentos, pero en el que las células de cada compartimento estan limitadas a sus respectivos
compartimentos.

Alguien con experiencia en la materia en la técnica pertinente puede fabricar un recipiente que tenga el grosor,
volumen, y nimero de compartimentos deseados basandose en el conocimiento de los materiales de fabricacion y
los usos pretendidos del recipiente.

En realizaciones en particular, los recipientes de fabricar con materiales que se adapten revestimientos, peliculas u
otros agentes en particular, por ejemplo, un PGE; o un agente que tenga actividad de dmPGE;, o combinacion
adecuada de los mismos.

La superficie interior del recipiente se puede disefiar para que se adapte el revestimiento con diversas moléculas
hidréfobas, hidréfilas, o anfipaticas usando métodos conocidos por los expertos en la técnica pertinente. Por
ejemplo, los materiales hidréfobos usados normalmente tales como por ejemplo, materiales de termosellado,
elastomeros, cauchos, y agentes termoplasticos tales como poliestirenos, policarbonatos, los ABS, y otros materiales
poliméricos desvelados en el presente documento se adaptan a la union de moléculas hidréfobas (por ejemplo,
proteinas que tienen una o mas regiones hidréfobas). Ademas, las aplicaciones experimentales, industriales o
clinicas especificas pueden requerir, excluir, o ser indiferentes a la unién de diversos tipos de moléculas tales como,
por ejemplo, acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos, o similares. También puede ser deseable prevenir,
minimizar y/o maximizar la unién de las moléculas al sustrato dependiendo de los objetivos de una aplicacion en
particular.

En realizaciones ilustrativas en particular, los recipientes contemplados en el presente documento comprenden uno
0 mas puertos de entrada y/o salida para introducir, intercambiar o eliminar compuestos, células, medio de cultivo
celular, y similares. Los puertos pueden proporcionar acceso sin aguja o pueden incluir puntos de acceso para
agujas, si fuera apropiado. Cada puerto puede contener uno o mas adaptadores (por ejemplo, adaptadores luer),
valvulas y/o filtros.

La presente invencién contempla, en parte, recipientes que comprenden uno o mas dispositivos en cualquier
combinacion y configuracion adecuadas que indican, por ejemplo, la temperatura de los contenidos del recipiente, el
tiempo que el recipiente ha estado a cualquier temperatura dada, y diversas condiciones ambientales (por ejemplo,
pH, concentracion de oxigeno, concentracion de didéxido de carbono, concentracion de glucosa).

La invencién contempla dispositivos en forma de tarjetas, tiras, discos, etiquetas adhesivas, etiquetas, sondas,
sensores, Y dispositivos electronicos pequefos, y similares. Los dispositivos contemplados se pueden integrar en el
material del recipiente o como alternativa, se pueden fabricar por separado del recipiente y posteriormente, se
pueden fijar o adherir de forma permanente o no permanente a la superficie externa del recipiente.

En una realizacién, un recipiente comprende un dispositivo indicador de la temperatura. En una realizacion
preferente, un recipiente comprende tanto un dispositivo indicador de temperatura como un dispositivo indicador del
tiempo transcurrido, ya sea por separado como dispositivos individuales o combinados como un solo dispositivo. En
otras realizaciones, el recipiente comprende un dispositivo indicador de la temperatura, un dispositivo indicador del
tiempo transcurrido y uno o mas dispositivos que indican una condicién ambiental. La pluralidad de dispositivos se
puede fabricar por separado como dispositivos individuales o se puede fabricar como un solo dispositivo.

Como se usa en el presente documento, la expresién "dispositivo indicador de la temperatura" se refiere a un
dispositivo que detecta, mide, y/o indica una temperatura del recipiente y/o contenidos del recipiente que comprende
uno o una pluralidad de "indicadores de temperatura”. Como se usa en el presente documento, la expresion
"indicador de temperatura" se refiere a un indicador que produce una sefal que indica una temperatura. El indicador
de temperatura puede producir una sefial que corresponde a la temperatura o exposicién en tiempo real para
cualquier periodo de tiempo determinado previamente. En realizaciones en particular, el indicador de temperatura es
reversible. En otras realizaciones, el uno o mas indicadores de temperatura indican de forma irreversible que el
recipiente y/o contenidos del recipiente han alcanzado una temperatura determinada previamente o han
experimentado una temperatura determinada previamente durante un periodo de tiempo en particular. En otras
realizaciones, un dispositivo indicador de la temperatura comprende uno o mas indicadores de la temperatura
reversibles e irreversibles en cualquier nimero o combinacion.

El dispositivo indicador de la temperatura puede ser activado por el usuario, o puede ser activado por exposicion a

una temperatura determinada previamente. Como se usa en el presente documento, la expresiéon "temperatura
determinada previamente" se refiere a una temperatura o intervalo de temperaturas seleccionado para controlar por
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el usuario. En diversas realizaciones, la temperatura determinada previamente es una "temperatura diana" que
indica la temperatura o intervalo de temperaturas para los que el recipiente se contempla para su uso. En diversas
realizaciones, un dispositivo indicador de la temperatura proporciona indicadores de temperatura que indican una o
mas temperaturas determinadas previamente, es decir, temperaturas del recipiente y/o contenidos del recipiente a,
por encima de, o por debajo de una temperatura diana, o por encima, por debajo o dentro de un intervalo de
temperaturas diana. La presente invencién contempla una diversidad de temperaturas e intervalos de temperatura
diana, sin limitacion.

Para uso en indicadores de temperatura de la presente invencion se contemplan diversos tipos de sefiales. Por
ejemplo, los indicadores de temperatura pueden indicar temperatura produciendo una sefial visual (por ejemplo, una
pantalla digital, un cambio de color, un grafico), una sefial audible, una sefial de infrarrojos, una sefial de radio, una
sefial analdgica, una sefal digital, o combinaciones de las mismas. Por ejemplo, el dispositivo indicador de la
temperatura puede incluir uno o mas de: una pantalla de cristal liquido (LCD) para indicar la temperatura; una voz o
sintetizador de voz para indicar la temperatura o para especificar un articulo esta por debajo o supera una
temperatura diana determinada previamente; una sefal analdgica, de infrarrojos, o de radio que indica la
temperatura a través de ondas de sonido, ultrasénicas u otro tipo de ondas; y/o una sefal digital que indica la
temperatura por via electrénica.

Los indicadores de temperatura que producen indicaciones visuales de temperatura pueden producir una sefial que
comprende un color que corresponde a una temperatura del recipiente y/o contenidos del recipiente que estan a, por
encima, o por debajo de una temperatura diana, o por encima, por debajo o dentro de un intervalo de temperaturas
diana. La presente invencion contempla que se puede usar cualquier combinacion de color con cualquier numero y
combinacién de indicadores de temperatura, sin limitacion. Alguien que tenga experiencia en la materia podria
emplear cualquier numero de agentes quimicos que reflejen ciertos colores a ciertas temperaturas y podria
seleccionar sustancias quimicas de este tipo para reflejar un color deseado para que haga correspondencia con una
temperatura en particular.

En realizaciones ilustrativas adicionales, los dispositivos indicadores de la temperatura pueden comprender una o
una pluralidad de escalas de temperatura cada una comprendiendo uno o mas o indicadores de temperatura que
indiquen una temperatura o intervalos de temperatura determinados previamente. Cada indicador de temperatura
dentro de una escala de temperatura puede producir una sefial (por ejemplo, sefial visual, sefal digital).

Las escalas de temperatura incluyen de forma ilustrativa indicadores de temperatura en incrementos de 1 °C, 2 °C,
3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, 10°C, sobre intervalos de 5°C, 10°C, 15°C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35°C,
40 °C, 45°C, 50 °C, 55°C, 60 °C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90 °C, 95°C, 100 °C, 110°C, 125°C, 130 °C,
140 °C, 150 °C, 160 °C, 170 °C, 180 °C, 190 °C, o 200 °C o superiores.

Los intervalos de temperatura ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, intervalos de aproximadamente 4 °C a
aproximadamente 65 °C, de aproximadamente 4 °C a aproximadamente 50 °C, de aproximadamente 4 °C a
aproximadamente 42 °C, de aproximadamente 4 °C a aproximadamente 37 °C o cualquier intervalo de temperaturas
que intervenga.

La presente invencién contempla, pero no se limita a, que un dispositivo indicador de la temperatura puede
comprender una o mas escalas de temperatura, con cada escala comprendiendo cualquier nimero y combinacion
de indicadores de temperatura, en cualquier incremento con respecto a cualquier intervalo de temperaturas para
indicar una temperatura o intervalo de temperaturas determinados previamente.

En una realizacion, el dispositivo indicador de la temperatura comprende una pluralidad de indicadores de
temperatura reversibles cada uno asociado con un intervalo de temperaturas especifico y uno o mas indicadores de
temperatura irreversibles que indican cuando una o una pluralidad de temperaturas determinadas previamente se ha
alcanzado o se ha experimentado durante cualquier periodo de tiempo determinado previamente. Los indicadores
reversibles proporcionan de forma individual indicaciones visuales de la temperatura en tiempo real. Las indicaciones
visuales de temperatura corresponden a la temperatura del recipiente y/o contenidos de los recipientes que estan a,
por encima, o por debajo de una temperatura diana, o por encima, por debajo o dentro de un intervalo de
temperaturas diana. Un indicador irreversible mantiene una indicacion visual una vez que se ha alcanzado la
temperatura determinada.

La presente invencion contempla adicionalmente recipientes que comprenden uno o mas dispositivos indicadores de
la temperatura y uno o mas dispositivos indicadores del tiempo transcurrido, o dispositivos que indican diversas
condiciones ambientales.

Como se usa en el presente documento, la expresion "dispositivo indicador del tiempo transcurrido” se refiere a un
dispositivo que comprende uno o una pluralidad de "indicadores del tiempo transcurrido". Como se usa en el
presente documento, la expresion "indicador del tiempo transcurrido" se refiere a un indicador que mide, controla, e
indica cuando ha transcurrido un periodo de tiempo determinado previamente. Cada indicador del tiempo
transcurrido puede estar independientemente activado por el usuario o puede estar activado por exposicién a una
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temperatura o intervalo de temperaturas determinados previamente en particular.

Una vez que se ha activado, un indicador del tiempo transcurrido indica el tiempo desde la activacién. En una
realizacion, indicador del tiempo transcurrido un dado mide un periodo de tiempo determinado previamente y a
continuacion produce una sefial que indica cuando transcurrido el periodo de tiempo determinado previamente. En
diversas realizaciones ilustrativas, un dispositivo indicador del tiempo transcurrido comprende 1, 2, 3, 4, 5, o mas
indicadores del tiempo transcurrido, cada uno siendo capaz de manera individual de una activacion independiente un
usuario por exposicién a la misma temperatura o intervalo de temperaturas determinados previamente o a uno
diferente.

En diversas realizaciones, la presente invencion contempla, en parte, un recipiente que comprende un indicador del
tiempo transcurrido que indica el tiempo que el recipiente y/o sus contenidos se han expuesto, experimentado, o
mantenido a una o una pluralidad de temperaturas o intervalos de temperatura determinados previamente. En una
realizacién relacionada, el indicador del tiempo transcurrido indica un periodo de tiempo determinado previamente al
que los recipientes y/o sus contenidos se han expuesto a, experimentado, o mantenido a una o una pluralidad de
temperaturas o intervalos de temperatura determinados previamente. El indicador del tiempo transcurrido puede
producir una sefial continua o una o una pluralidad de sefiales en puntos en los que ha transcurrido un porcentaje
predeterminado del tiempo total determinado previamente, por ejemplo, produce una sefial a intervalos regulares del
periodo de tiempo transcurrido total a medir.

En una realizacion, un indicador del tiempo transcurrido produce una sefial a intervalos regulares de tiempo
transcurrido o total medir. Por ejemplo, si el indicador del tiempo transcurrido se disefia para medir e indicar un
tiempo transcurrido total de una hora, el indicador puede producir una sefial para indicar el punto en el que han
transcurrido 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, y una hora. Los intervalos regulares a modo de ejemplo incluyen
intervalos de 1 minuto, intervalos de 2 minutos, intervalos de 5 minutos, intervalos de 10 minutos, intervalos de 15
minutos, intervalos de 20 minutos, intervalos de 30 minutos, intervalos de 45 minutos, intervalos de 60 minutos,
intervalos de 90 minutos, intervalos de 120 minutos o superiores. Los nimeros a modo de ejemplo de intervalos
regulares dentro de cualquier periodo de tiempo transcurrido total incluyen intervalos de 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9,100
mas.

En otra realizacién, un indicador del tiempo transcurrido produce una sefial continua que indica el periodo de tiempo
que ha transcurrido o que aun tiene que transcurrir (es decir, el tiempo restante). Por ejemplo, un indicador del
tiempo transcurrido que se disefia para medir e indicar el tiempo transcurrido total de una hora puede presentarse en
forma de una barra de progreso, grafico de sectores, o reloj, en el que se produce una sefial después de la
activacion y aumenta linealmente en comparacion con la fraccion del tiempo transcurrido total que ha transcurrido.
En una realizacion, una vez que ha transcurrido el tiempo total, el indicador del tiempo transcurrido puede dejar de
producir la sefial o producir una sefal diferente para indicar que ha transcurrido el tiempo total.

En una realizacion ilustrativa en particular, el dispositivo indicador del tiempo transcurrido comprende una o una
pluralidad de cualquier combinacion de indicadores del tiempo transcurrido. Cada indicador del tiempo transcurrido
se puede activar de forma independiente por un usuario o se puede activar mediante exposicion a una temperatura
determinada previamente diferente. Ademas, cada indicador del tiempo transcurrido puede medir y producir una
sefial durante periodos de tiempo determinados previamente diferentes.

Simplemente para fines de ilustracién, un dispositivo indicador del tiempo transcurrido individual puede comprender:
un indicador del tiempo transcurrido que es activado por el usuario y que mide e indica un tiempo transcurrido de 1
hora; un indicador del tiempo transcurrido que es activado por el usuario y que mide e indica un tiempo transcurrido
de 2 horas; un indicador del tiempo transcurrido que es activado por el usuario y que mide e indica un tiempo
transcurrido de 10 minutos; un indicador del tiempo transcurrido que se activa por exposicion a una temperatura
determinada previamente de 4 °C y que mide e indica un tiempo transcurrido de 1 hora, 2 horas, o mas desde la
activacion; y/o un indicador del tiempo transcurrido que se activa por exposicién a una temperatura determinada
previamente en el intervalo de 30 °C-40 °C, preferentemente 37 °C y que mide e indica un tiempo transcurrido de 1
horas, 2 horas, o mas desde la activacion.

Los tipos de sefiales a modo de ejemplo producidas indicadores del tiempo transcurrido incluyen, pero no se limitan
a, sefales visuales, sefales audibles, sefiales de infrarrojos, sefales de radio, sefiales digitales, sefiales analdgicas,
y combinaciones de las mismas.

La presente invencion contempla adicionalmente, en parte, recipientes que comprenden un dispositivo indicador que
comprende uno o mas indicadores ambientales que miden, controlan e indican, por ejemplo, el pH, concentracién de
diéxido de carbono, concentracion de oxigeno, osmolaridad, o concentracion de glucosa de los contenidos del
recipiente. En una realizacion, un indicador ambiental controla y produce de forma continua una sefial que indica la
condiciéon ambiental. En otra realizacién, un indicador ambiental controla y produce una sefial en uno o mas periodos
de tiempo determinados previamente y/o a intervalos regulares. La sefial es preferentemente una sefial visual, mas
preferentemente una sefial alfanumérica producida en un LED, OLED, o LCD.
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En diversas realizaciones, los indicadores ambientales comprenden sensores digitales que miden, controlan e
indican las condiciones ambientales en el recipiente. Ademas, se contempla que los sensores se pueden calibrar
para medir cualquier intervalo de condiciones ambientales, sin limitacién. Por lo tanto, un intervalo normal para cada
condicion ambiental se puede programar previamente en cada dispositivo de indicacion ambiental. El intervalo puede
incluir uno o mas de un umbral minimo, condicién 6ptima, o umbral maximo. En una realizacién en particular, cuando
la condicion ambiental que se va a medir o controlar esta fuera de los valores de umbral minimo o maximo, el
indicador ambiental producira una sefial audible para indicar que la condicién ambiental esta dentro de un intervalo
de un intervalo aceptable.

Otros indicadores ambientales a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, concentracion de ca™, potasio,
sodio, magnesio, manganeso, sulfato, fosfato, y cloruro.

La presente invenciéon, contempla, en parte, recipientes que comprenden una combinaciéon de dispositivos
indicadores que indican, por ejemplo, la temperatura de los contenidos del recipiente, el tiempo que el recipiente ha
estado a cualquier temperatura dada, y opcionalmente, una o mas condiciones ambientales diversas (por ejemplo,
pH, concentracion de oxigeno, concentracion de glucosa). En realizaciones preferentes, los dispositivos de
combinacion pueden incluir y de las caracteristicas de los dispositivos e indicadores individuales desvelados en el
presente documento. Alguien que tenga experiencia en la materia podria observar que los dispositivos de indicacion
ambiental estan preferentemente en contacto con los contenidos del recipiente. Los dispositivos contemplados se
pueden integrar en el material del recipiente en un punto en el que la permeabilidad del recipiente es tal que el
dispositivo sensor ambiental en particular esta en contacto con el lumen o contenidos del recipiente. En otra
realizacion, los dispositivos de indicacién ambiental se pueden fabricar por separado del recipiente y posteriormente,
se pueden fijar o adherir de forma permanente o no permanente a la superficie exterior del recipiente. En una
realizacion relacionada, el dispositivo fijado o adherido perfora el recipiente de modo que el dispositivo sensor
ambiental esta en contacto con el lumen del recipiente o con los contenidos del recipiente. En otra realizacion
relacionada, el dispositivo fijado o adherido se aplica a una parte del dispositivo que es permeable, de modo que el
dispositivo sensor ambiental en particular esta en contacto con el lumen del recipiente o contenidos del recipiente.

En una realizacién preferente, el recipiente comprende una combinacién de un dispositivo indicador de la
temperatura y un dispositivo indicador del tiempo transcurrido, ya sea por separado como dispositivos individuales o
como un solo dispositivo. En ofras realizaciones, el recipiente comprende una combinacién de un dispositivo
indicador de la temperatura, un dispositivo indicador del tiempo transcurrido y uno o mas dispositivos indicadores de
la condicién ambiental ya sea por separado como dispositivos individuales o como un solo dispositivo.

El dispositivo indicador de la combinacion se fabrica reforma integral con el recipiente, puede estar unido de forma
permanente o no permanente a la superficie exterior del recipiente, se puede laminar a la superficie exterior del
recipiente o se puede revestir con el recipiente dentro de un revestidor para recipiente. El dispositivo puede ser un
dispositivo electrénico pequefio, una sonda, un sensor, o una combinacion de los mismos.

El dispositivo indicador de la combinacion puede ser de cualquier forma o tamafio. Las formas a modo de ejemplo
del dispositivo indicador de la combinacion, incluyen, pero no se limitan a: tarjetas, tiras, discos, etiquetas adhesivas,
etiquetas, sondas, o combinaciones de los mismos. Por ejemplo un dispositivo indicador de la temperatura en forma
de una tarjeta o tira puede comprender una o una pluralidad de discos indicadores de la temperatura o viceversa.

Como sera evidente para alguien con experiencia en la materia, se pueden usar diversos tipos de disefio grafico
para visualizar el tiempo transcurrido y la temperatura del recipiente que incluyen, pero no se limitan a, diversas
lineas, curvas, elipses, rectangulos o puntos. De forma analoga, también se pueden usar indicios que muestran la
evolucion del frente de migracion del liquido, que incluyen, pero no se limitan a, diversas flechas, curvas, lineas y
puntos de diferentes tamafios. Por ejemplo, la sefial se puede visualizar en una ventana continua como progreso en
una barra de progreso o en una pluralidad de ventanas visibles a intervalos de tiempo transcurrido en particular para
temperaturas o un intervalo de temperaturas en particular. Ademas, cada realizacion se puede adaptar para incluir
numerosos indicios adicionales para mostrar el estado del indicador de tiempo o temperatura del recipiente. Los
indicios de este tipo incluyen simbolos graficos que muestran el avance gradual para el tiempo transcurrido total con
respecto a la temperatura.

En una realizacion mas preferente, el recipiente comprende una combinaciéon de un dispositivo indicador de la
temperatura y un dispositivo indicador del tiempo transcurrido.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "uno" y "el" incluyen referencias en plural a
menos que el contenido lo indique claramente de otro modo.

A través de la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto lo requiera de otro modo, se entendera que
los términos "comprender”, "comprende" y "que comprende" implican la inclusion de una etapa o elemento o grupo
de etapas o elementos indicados pero no la exclusidon de cualquier otra etapa o elemento un grupo de etapas o
elementos. Por "que consiste en" se hace referencia a que incluye, y se limita a, todo lo que siga a la expresion "que
consiste en". Por lo tanto, la expresion "que consiste en" indica que los elementos enumerados son necesarios u
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obligatorios, y que no pueden estar presentes otros elementos. Por "que consiste esencialmente en" se hace
referencia a la inclusiéon de cualquier elemento enumerado después de la expresion, y se limita a otros elementos
que no interfieren ni contribuyen con la actividad coaccién especificada en la divulgacién para los elementos
enumerados. Por lo tanto, la expresién "que consiste esencialmente en" indica que los elementos enumerados son
necesarios u obligatorios, pero que ningun otro elemento es opcional y pueden estar presentes o no dependiendo de
si influyen o no en la actividad o accién de los elementos enumerados.

A través de la presente memoria descriptiva la referencia a "una realizacién" o "una realizacién" se refiere a que un
elemento distintivo, estructura o caracteristica en particular descritos en relacién con la realizacién esta incluido en al
menos una realizacion de la presente invencion. Por lo tanto, no todas las apariciones de las expresiones "en una
realizacion" o "en una realizacion" en diversos lugares a través de la presente memoria descriptiva hacen referencia
necesariamente a la misma realizacion. Ademas, los elementos distintivos, que estructuran sus caracteristicas en
particular se pueden combinar de cualquier manera adecuada en una o mas realizaciones.

Ejemplos

Se realiz6 el andlisis de varios parametros biolégicos de poblaciones de células madre o precursoras
hematopoyéticas tratadas con agentes que estimulan la ruta de la prostaglandina para desarrollar métodos clinicos
para aumentar el potencial de injerto y la expansion de las células (Véase la Figura 2). Los resultados de estos
experimentos y los resultados de los ensayos clinicos en Fase 1b se describen a continuacion.

Ejemplo 1
ENSAYOS DE AMPc COMPETITIVO

El ensayo de AMPc se realizé en células CD34" usando el kit de detecciéon de AMPc LANCE® (Perkin Elmer Inc.,
Waltham, MA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, 3.000 células CD34" (Stem Cell
Technologies, Vancouver, Canada) se tomaron en alicuotas en cada pocillo de una placa de color blanco opaca de
384 pocillos en el tampdn de estimulacién recomendado. Los ensayos se realizaron por triplicado para todas las
condiciones.

Las células CD34" se colocaron en hielo antes de su estimulacion con DMSO o 16,16-dimetil PGE, a 4 °C. Para los
ensayos realizados a otras temperaturas, por ejemplo, 25 °C o 37 °C, se afiadi6 DMSO o 16,16-dimetil PGE: a las
células CD34" a temperatura ambiente y a continuacion las placas se incubaron con DMSO o 16,16-dmPGE; a la
temperatura experimental (25 °C o 37 °C).

Las células CD34" se incubaron durante periodos de 5, 15, 30, 60 o 120 minutos. Después del periodo de
incubacion, el tampdn de deteccidon se afiadidé a las células estimuladas y las células se incubaron durante un
periodo adicional de 1 hora a temperatura ambiente en el tampéon de deteccion, independientemente de la
temperatura de estimulacion. Las placas de ensayo se analizaron usando un Lector de Multiples Etiquetas
EnVision® 2104 (Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se realizé un ensayo de AMPc competitivo usando células CD34" para determinar los efectos del tiempo (incubacién
durante 15, 30, 60, o 120 minutos), temperatura (incubacion a 4 °C, 25 °C, o 37 °C), y concentracion final de 16,16-
dimetil PGE2 (1 uM, 10 pM, 50 pM, o 100 uM) en la produccion de AMPc en las células.

Los resultados mostraron que la respuesta maxima de AMPc se producia aproximadamente a los 30-60 minutos de
incubacion; que las temperaturas de incubacion daban lugar a una actividad de AMPc mas consiste en; y que la
respuesta de AMPc era relativamente insensible a la dosis por encima de una concentracién umbral de 10 uM
(Véase la Figura 3). Un aumento estadisticamente significativo en la actividad de AMPc se observd cuando las
células CD34" se incubaron con 16,16-dimetil PGE, a 37 °C y 25 °C en comparacion con el control de DMSO, para
duraciones tan breves como 5 min y hasta 2 horas, a todas las concentraciones de 16,16-dimetil PGE, sometidas a
ensayo (1, 10, 50 y 100 uM) (p < 0,001). No se observé un aumento estadisticamente significativo en la produccion
de AMPc en las células CD34" incubadas con 16,16-dimetil PGE; a 4 °C en comparacién con los controles de
DMSO, en condiciones similares de tiempo y a través de todas las concentraciones sometidas a ensayo (1, 10, 50 y
100 pM) (p > 0,05 para todas las muestras).

La incubacion a temperaturas mas elevadas durante un periodo de tiempo mas largo, condiciones que anteriormente
se crefa que estaban asociadas con una disminucién de la viabilidad celular de CD34" y una semivida de 16,16-
dimetil PGE,, mostraban una estimulaciéon superior de AMPc sin influir de forma negativa en la viabilidad celular.
Ademas, como se describe en el presente documento, el tratamiento de las células con 16,16-dimetil PGE; a 4 °C
durante periodos de tiempo mas cortos dio como resultado un aumento de la produccién de AMPc pero no dio como
resultado un aumento de la expresion de los genes que se crian importantes en la regulacion de la migracion
dirigida, supervivencia, proliferacion, e injerto de las células madre. La regulacion positiva de los genes de este tipo,
y por lo tanto la consecucién de la respuesta biolégica mas consistente, necesito el tratamiento de las células con
16,16-dimetil PGE> a temperaturas fisioldgicamente relevantes, tales como 37 °C, para periodos de tiempo
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aumentados de al menos una hora.
Ejemplo 2
EXPRESION GENETICA

Matrices de Expresién del Genoma Completo

La sangre del cordén umbilical humano y las células CD34" aisladas previamente de la sangre del cordén umbilical
humano se adquirieron en Stem Cell Technologies Inc. (Vancouver, BC, Canada). Las células incubaron en
cualquiera de medio de dextrano de bajo peso molecular con un 5 % de albdmina en suero humano (LMD/HSA al
5 %) o medio Stem Span (Stem Cells Technology Inc.) para tratamiento ex vivo con 16,16-dimetil PGE. EI ARN total
se aislé de las células incubadas usando un Kit de Aislamiento de ARN Pico Pure (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA).

El ARN amplificado biotinilado (ARNa) se prepar6 usando el protocolo estandar para el Kit de Amplificacion de ARNa
MessageAmp Il (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX) y la Amplificacién de Segunda Ronda opcional; el ARN de
copia (ARNc) se transcribio en ARNa etiquetado con biotina usando el Kit de Potenciacion de Biotina MessageAmp |l
(Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ARNa etiquetado con
biotina se purificé y se fragmenté de acuerdo con los protocolos de Applied Biosystems. 20 ug de ARNa
fragmentados se hibridaron a Human Genome U133 Mas 2.0 GeneChips (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA) durante
16 horas a 45 °C.

Los GeneChips se lavaron y se tifieron en la Affymetrix Fluidics Station 450 y se escanearon usando el Escaner
3000 7G de Affymetrix GeneChip. Los datos de las imagenes se analizaron usando el software Affymetrix
Expression Console y ajustes de analisis por defecto. Los datos de expresion de GeneChip se normalizaron
mediante analisis de multiples matices consistente a escala logaritmica (RMA) y se visualizaron en Spotfire para
Genomics 3.1 (Tibco Spotffire, Palo Alto, CA). El analisis de rutas se realizé en MetaCore. (GeneGo, St. Joseph, Ml).

La tecnologia GeneChip se uso6 para determinar los efectos del tiempo (incubacion durante 5, 15, 20, 30, 40, 60, 80,
100, 120, 180, o 240 minutos), temperatura (incubacién a 4 °C, 25 °C, o 37 °C), y concentracion final de 16,16-dimetil
PGE2 (0,1 uM, 1 pM, 10 pM, 50 yM, o 100 pM) en la expresion genética celular.

gPCR Microfluida usando la plataforma Fluidigm

La cuantificacién de la transcripcion de PCR en tiempo real de células CD34+ tratadas ex vivo con 16,16-dimetil
PGE; se realiz6 usando el sistema de microfluidos BioMark Dynamic Array (Fluidigm Corporation, South San
Francisco, CA, USA). El ARN total se aisl6 de las células tratadas usando el Kit de Aislamiento de ARN Pico Pure
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). El ADN complementario (ADNc) se transcribié de forma inversa a partir
de 50 ng de ARN total aislado usando el Kit de Transcripcion Inversa de ADNc de Alta Capacidad (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA).

El ADNc se amplificd previamente para genes diana especificos (96) usando una mezcla 200 nM de 96 padres de
cebadores especificos de genes (véase la Tabla 1), incluyendo 6 genes de control de reference usando el protocolo
del Kit de Mezcla Maestra TagMan PreAmp (Life Technologies). La amplificacién de diana especifica (STA) del
ADNc se realizé usando 14 ciclos de amplificacion con las condiciones de ciclado convencionales usando el
protocolo del fabricante. El colorante EvaGreen (Biotium, Inc. Hayward, CA, USA) se afiadi6 de acuerdo con el
protocolo de EvaGreen de Fluidigm para detectar productos amplificados. Para las muestras, la mezcla de reaccion
contenia 3,0 yl de Mezcla Maestra de Expresion Genética (Life Tech.), 0,3 yl de Tampén de Carga de Muestra
(Fluidigm), 0,3 pl de colorante EvaGreen 20X (Biotium, Inc.), 1,5 yl de cADN STA (1:5 estéril nH20) diluido, y 0,9 pl
de diH20O estéril para cargar en las entradas de muestra de la Matriz Dinamica 96.96 (Fluidigm).

Las muestras se desarrollaron por duplicado, de 5 a 9 pocillos. Para pares de cebadores, la mezcla de reaccién
contenia 2,5 yl de pares de Cebador Especifico de Genes (20 uM) y 2,5 yl de Tampon de Carga de Ensayo
(Fluidigm) para cargar en las entradas del ensayo en la Matriz Dinamica 96.96 (Fluidigm). Las matrices Dinamicas
96.96 se cargaron usando un Controlador HX de IFC NanoFlex (Fluidigm) y las reacciones en tiempo real se
realizaron usando Sistema de PCR en Tiempo Real BioMark (Fluidigm).

Los resultados se analizaron usando el software de Analisis de PCR en Tiempo Real BioMark. Los Ct promedio se
calcularon a partir de los replicados de la muestra y los Ct delta-delta (AACt) se calcularon usando la media de 6
genes de referencia (ACTB, GAPDH, HPRT1, QARS, ARPC2 y LRIG2) frente a un vehiculo solo muestra. Los 28 Ct
mencionados anteriormente o productos amplificados con propiedades de curva de fusién inapropiadas se
excluyeron de los calculos. Los resultados se presentan en Spotfire para Genomics 3.1 (Tibco Spotfire, Palo Alto,
CA, USA) en formato de mapa de calor o como representaciones graficas en Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA,
USA).
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Tabla 1: Pares de Cebadores

Posiciin del | Mombre | Secuencia Nombre Secuencia
Pocillo
Al AREG-F COGGCTCAGGCCATTA | AREG-R GGTCCCCAGAAAATGETT
TGC CA
A2 AREGB-F | TCTCCACTCGCTCTTC | AREGE-R ATCAAGAGCGACAGCAC
CAACAC CACTG
A3 ATPEVD | TGGACGACCATGGAG | ATPEVOAL | ACTCGATGGTGTGGATG
Ad-F AAGAGTTC -R GCTTG
Ad AKAP12- | CAGAAACAAGAGAGA | AKAPL12-R | TGTCTTCACATTCTGGTCT
F GAATCTGCAA TCCA
AS ADCY7-F | GCACTGGAGAACTTG | ADCYV-R GCATTCACAAGAGTACCC
GGAAAAT GAGG
AB CCND1-F | CTTCCTGTCCTACTAC | CCNDI-R CTTGACTCCAGCAGGGCT
CGCCTC TC
AT Ceorfl? | TCGGACACACACACA | Ceorfl76e- | AGCAACTTCGGACTCAGA
B-F CACACAC R CCTC
A8 CAZ-F GATGACTCTCAGGAC | CAZ-R AACCTTGTCCATCAAGTG
AAAGCAGTG AACCC
AG CAd-F AAGGTCGTCTGGACT | CA4-R CTGAGAGAATGCCAGGA
GTGTTCC TCTGTTC
Al10 CREB5-F | AAGACTGCCCAATAA | CREBS-R GACAGGACTAGCAGGAG
CAGCCAT GGCTA
All COL1AL- | TGCGATGACGTGATC | COL1AL-R | TTTCTTGGTCGGTGGGETG
F TGTGACG ACTCTG
Al2 CREM-F | AAGAAGCAACACGCA | CREM-R TTCTTTCTTCTTCCTGCGA
AACGA CACT
Bl CXCL1-F | CGGAAAGCTTGCCTC | CXCL1-R CAGTTGGATTTGTCACTG
AATCCTG TTCAGC
B2 CHCL2-F | AMACCGAAGTCATAG | CHCLZ2-R AGCCACCAATAAGCTTCC
CCACACTC TCCTTC
B3 CXCL5-F | AGACCACGCAAGGAG | CXCL5-R TCTTCAGGGAGGCTACCA
TTCATCC CTTC
B4 CXCL6-F | AGCTTGAGTTTCCTGC | CXCLG-R TTITCCTCGTGCCTTCTGCA
CAGTCG CTC
BS CXCRA-F | TCCTGGCTTTCTTCGC | CXCRA-R TGAAGGAGTCGATGCTG
CTGETTG ATCCC
B& DUSP2-F | AACCAGATGGTGGAG | DUSPZ-R CCGCTGTTCTTCACCCAG
ATCAGTGC TCAATS
BY DUSPA-F | TGCATCCCAGTGGAA | DUSP4-R GCATCGATGTACTCTATG
GATAACCAC GCTTCC
BR ECEL1-F | GACTTCCTGCTGAAAC | ECELL-R GGTCTTCTCATGGALCCTC
CCGATG AAACTC
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Posiciin del | Mombre | Secuencia Nombre Secuencia
Pocille
Bo EDM1-F ATTTGGGTCAACACTC | EDMN1-R TCACGGTCTGTTGCCTTT
CCGAGCALC GTGG
B1O ETW3-F ATGAAMAGCCGGCTGT | ETV3-R CAGGAAACTGATACCCTC
AGCATCG CACCTC
Bl11 GULP1-F | GCAGCAGATTTCCCTC | GULP1-R TGETCTAACGGGTCGAGA
CAGATA CAAAA
B12 FGF9-F TCGGTGTGGGCATTG | FGF9-R ACTGGATGCAAACCCATG
TCTCTTG AGCTG
C1 FGFR1-F | ATACCAGCTGGATGT | FGFR1-R ACATGAACTCCACGTTGC
CGTGGAG TACCC
c2 FU2735 | TCACCGGCTTTCTTGC | FLI27352- | TTCTTATCCCGGTTGLGG
2-F CATCTG R TCTG
C3 FOS-F TACACTCCAAGCGGA | FOS-R GTTGGCAATCTCGGTCTG
GACAGAC CAAMAG
cad FOSL2-F | GCAGTTGGGTTTCTG | FOSL2-R TCCTGCTACTCCTGGCTC
GCTTGAG ATTC
5 FOXAL1-F | TCCTCAGGAATTGCCC | FOXAL1-R ATGACATGACCATGGCALC
TCAAGAAC TCTGC
Ce GEM-F GCCGAGAAGTGTCTG | GEM-R CTGTCGCACAATGCCCTC
TATCAGAAG ABAC
c7 GMNAL-F | AGAATCGACAGCGTC | GNAL-R TGGCCACCAACATCAAAC
AGCTTGG ATGTGG
Cca HAS1-F | GCCTGGTACAACCAG | HAS1-R ACCTGGAGGTGTACTTG
AAGTTCC GTAGC
C9 HOMER | AGAAGCTGCTCGACT | HOMER1- | GCGGATTCCTGTGAAGG
1-F AGCAAAGG R TGTACTG
C10 HR-F AGGACCAAGAGCATC | HR-R TGTATTCGCTCATGGCCC
AAAGAGGAG AAGC
Ci11 IL11-F AGCGGACAGGGAAG | IL11-R GGCGGCAMAACACAGTTC
GGTTAAAG ATGTC
c12 INHBA-F | TCACGTTTGCCGAGTC | INHBA-R TGACAGGTCACTGCCTTC
AGGAAC CTTG
D1 JAG1-F | TGGGLCCGACTGCAG | JAGI-R ATCCACACAGGTCGCTCC
AATAAAC AAAG
D2 JOSD1-F | TCCAGGACAGCAATG | JOSDI1-R CATGGTGTTTGGAGACA
CCTTCAC ACCTCTG
D3 KCTD20- | TCTAGGTCCCAGGAA | KCTDZ0-R | GGAACTGAAGATTTGCT
F TGAAGACC GGCTGAG
D4 KIAALLD | TTGGCCTCCTTGTCAA | KIAALLSS- | ATCCAGAAGGTGGACAC
9-F GTCTGG R AGCATTG
D5 LGALS1Z | CGGGAATGAGGAAGT | LGALS12- | AGCGTGTCCACATGAGA
-F GAAGGTGAG R CAGTG
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Posicién del |[Nembre |Secuencia Mombre Secuencia
Pocillo
D& LIF-F TGCTTCATCCGGCTTA | LIF-R AGTTTGTCTTTCTCGAAG
GCTTGG CCCATC
D7 LOMRF2- | AGGGTCACAGCCACA | LONRFZ-R | AATTCTCCGAGCTCCCTG
F TGAATGC CATC
D8 LXM-F ACAAGTTAAGGTGAA | LXN-R TGCAGTTTCTTGTCCCGT
CTGCACAGC TGAAGG
D9 MALT1- | TGGTCACAGCTGGAT | MALT1-R TCAGAGACGCCATCAACA
F GTTTGCG CTTCTC
010 MPPE1- | TGGCTGACACCCATTT | MPPEL-R TCTCCATCTGCCATTCCCT
F GCTTGG TCG
011 MYOM?2 | TGACCATCATGGAAG | MYOM2-R | CTGGATGTCCTGGTCGTT
-F GGAAGACC CTTG
D12 NPTX1-F | ATCAGCGAGCTCGAG | NPTX1-R TAGTTGGTCCGCAGTGG
ABAGGTC GAATG
El NR4AZ-F | GCTGTTGGGATGETC | NRAAZ-R TCTTCGGTTTCGAGGGCA
AAAGAAGTG AACG
E2 NRAAS-F | TGCGTCCAAGCCCAA | NR4A3-R | TGTATGTCTGCGCCGCAT
TATAGCC AACTG
E3 PLAT(2)- | GTGTGCTGGAGACAC | PLAT(2)-R | CATCGTTCAGACACACCA
F TCGGA GGG
E4 NTRK1-F | AGCACCGACTATTACC | NTRK1-R TCGGTGGETGAACTTACG
GTGTGG GTACAGG
ES O5M-F TGCCTGTCGGTTGCTT | OSM-R TGCACCACCTGTCCTGAT
GGATTC TTACAG
E& PCDHB-F | TCATCAACCACATGCA | PCDHE-R | AAGGTTGACATCTGGGCT
GAGTGGAC GGETGE
E7 PDE4AA-F | TCCACAACATTCCTGS | PDE4A-R TTCCTTCATCGTGGGTGA
ACAAACAG TGGE
EB PDE4AB-F | ACAAGTTCAGGCGTT | PDE4B-R CCATGTTGCGAAGGACCT
CTTCTCC GAATG
ES PDEAD-F | TTGTGACTCCATTTGC | PDE4D-R GATGGATGGTTGGTTGE
TCAGGTC ACATGG
E10 PDLIM3- | ACAAATGTGGGAGTG | PDLIM3-R | ACTCAGGGTGCCGGTACT
F GCATAGTCG TATC
E1l PLAT-F TCTCAGATTTCGTGTG | PLAT-R GCACGTGGCCCTGGTATC
CCAGTGC TATTTC
E12 PLAUR-F | ATCGTGCGCTTGTGG | PLAUR-R ACCCACACACAACCTCGG
GAAGAAG TAAG
F1 PLK2-F TGGAGGAGAACCTCA | PLK2-R TTAGCCACTGAAGGAGG
TGGATGG TAGAGC
Fz2 PPARD-F | TCCTTCCAGCAGCTAC | PPARD-R | ATCTGCAGTTGGTCCAGC
ACAGAC AGTG
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Posicién del | Nembre |Secuencia Mombre Secuencia
Pocillo
F3 RASD1-F | AGGCTTCAAGAAACC | RASD1-R ACAGCAACCCGGAATCA
GTCATGC CAGAC
F4 PTGER2- | TCCTGGCTATCATGAC | PTGER2-R | TTCGGGAAGAGGTTTCAT
F CATCAC TCAT
F5 REM-F TGTACCTTTGGTCTCC | REN-R GEGCATTCTCTTGAGGAA
CGACAG GATCCG
F& RGS1-F TGCTGCTGAAGTAAT | RGS1-R TGACCAGTTTGGTTGGCA
GQCAATGGTC AGAAG
F7 RGS2-F | CAAACAGCAAGCTTT | RGS2-R AAGCCCTGAATGCAGCA
CATCAAGCC AGACC
F& S1PR1-F | ACGTAGGCTGTGGGA | S1IPR1-R TEGAAACTTTGGCCTCAG
AGATGAAG CGAAG
Fg SCE5DL-F | AAGCGCCTACATAAA | SCSDL-R AGCATGACTTGCAAATG
CCTCACC GAGTAGS
F10 S5GIP1-F | AAGGAGCAGACCCAA | SGIP1-R GLCAGCAGGAAATGACA
GCAAATG ACACC
F1l SGK1-F | AGGAGCCTGAGCTTA | SGK1-R TGATTTGCTGAGAAGGA
TGAATGCC CTTGGETG
F12 SHISAZ- | ACTATCACCCGCTGCT | SHISAZ-R | CGCCAAACCATAACCACA
F TCTCTG AGGC
G1 SIK1-F ACTCACCGCGCCATGT | SIK1-R ACAACTGTCAGAGCTGGT
ATAGTC TCCC
G2 S5TR1-F | ATGGTGACAGGTGTG | SSTR1-R TTGAGTGCTGCTTGCALCT
AGTCTGG CCTG
G3 SV2C-F | TGTCTGCTCTGCTGAT | SV2C-R AAGCACCATAGAGCCAC
GGACAG CTAGC
G4 SYT4-F CACCAGCCGGGAAGA | SYT4-R GTGAAGACCAGGCCAAA
ATTTGATG TGCAC
G5 SYTL3-F | GAATGAACGACCGCT | SYTL3-R CCAACAGCTGTGTCTCCC
TGCTTGG TTTG
Gb TAC1-F | TACGACAGCGACCAG | TACI-R TCCAAAGAACTGCTGAG
ATCAAGGAG GCTTGG
a7 THBS1-F | GGCAGACACAGACAA | THBS1-R TGTCCCGTTCATTGAGGA
CAATGGG TACCG
GB PTGER4- | TCTTACTCATTGCCAC | PTGER4-R | TGGCTGATATAACTGGTT
F CTCCCT GACGA
a9 TMCC3- | TTCAGCCGGTGAGGC | TMCC3-R | GGCAAGGCAATAAACAC
F TGTTATC AGAGTGGE
G10 TNFRSF1 | TGTCCACACGATCCCA | TNFRSFIB | TGTCACACCCACAATCAG
B-F ACACAC -R TCCAALC
Gi11 ULBP2-F | GCTCTCCTTCCATCAA | ULBP2-R GCACAGAAGGATCTTGG
GTCTCTCC TAGCG
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Posicidn del | Mombre |Secuencia Nombre Secuencia
Pocille
G12 VPS3ITE- | ATGGTGCAGAAGATG | VPSETB-R | GGTCAAGCGTGCTTTCAA
F GAGGAGAC CGTG
H1 WT1-F TGTCCCACTTACAGAT | WT1-R ACACTGGAATGGTTTCAC
GCACAGC ACCTG
HZ YPELA-F | TCACCGCACTTACAGC | YPEL4-R ATGGCTCCCTTGGAAGG
TGTGTC ACTTG
H3 PDE3B-F | TGATGAAGACGGTGA | PDE3B-R AGGTGGTGCATTAGCTG
AGAATTAGA ACAAL
Ha4 ZMNF331- | AACAATGGCCCAGGG | ZNF331-R | TACAGGTCCCTCTGAGCA
F TITGGTG GAGTTC
H5 TGFB2-F | AGCATGCCCGTATTTA | TGFB2-R GCAGATGCTTCTGGATIT
TGGAGT ATGG
H& TCF4-F ATCGAATCACATGGGE | TCF4-R GCTGTTAAGGAAGTGGT
ACAGATG CTCTTG
HY ACTB-F | TGGCCGAGGACTTTG | ACTB-R GGACTTCCTGTAACAALCG
ATTGCAC CATCTC
Ha ARPC2-F | AGGTGAACAACCGCA | ARPCZ-R TACTGCTTCCGGTTTGTTT
TCATCGAG CCG
H9 GAPDH- | AGCTCATTTCCTGGTA | GAPDH-R | CTCTTCCTCTTGTGCTCTT
F TGACAACG GCTG
H10 HPRT1-F | TGCAGACTTTGCTTTC | HPRT1-R CAAGCTTGCGACCTTGAC
CTTGGTC CATC
H11 LRIGZ-F | TGGCAACAGCTGACA | LRIGZ-R ACAAGCAGATGCACACC
GAAATGGG AGAGC
H12 QARS-F | AGGTTCCCTTTGCACC | QARS-R TTAAATCCTGGCTCTGGE
CATTGTC TCCTC

Elemento Distintivo de la Expresion Genética de 16,16-dimetil PGE»

Se obtuvo una medida inicial del elemento distintivo de la expresion genética de células CD34" tratadas con 16,16-
dimetil PGE, 10 yM durante 120 minutos a 37 °C en comparacion con células CD34" tratadas con vehiculo (véase la
Figura 4). Un total de 608 genes se modularon a un nivel estadisticamente significativo (365 regulados de forma
positiva 0 243 regulados de forma negativa) en células CD34" tratadas en estas condiciones. CXCR4, un mediador
conocido de la migracién dirigida de HSC al nicho de la médula 6sea a través de su interaccion con SDF-1a se
regulo de forma positiva 18 veces con respecto al control tratado con DMSO. CREM, uno de muchos genes
sensibles a AMPc, también estaba regulado de forma positiva. También se observaron la modulacién de la expresion
genética asociada con las rutas de sefializacion de PGE,, adhesion celular, y sefalizacion de quimioquinas. Sin
embargo, no se observé aumento de la expresion genética asociada con apoptosis o muerte celular.

El perfil de expresion genética para las células CD34" tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 yM durante 120 minutos a
37 °C en comparacion con el control de DMSO control, distingue las células de la invencién de otras células
conocidas. Los métodos de la invencion producen células que presentan una potenciacion o aumento del potencial
injerto/injerto y un aumento de la expansion in vivo en comparacién con las células de control, no tratadas, o células
tratadas a 4 °C. A continuacion aparece una tabla de genes en el elemento distintivo de la expresion genética de las
células de la invenciéon que muestran una regulacion de amplitud elevada.
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Tabla 2: Genes altamente regulados en un Elemento Distintivo de la Expresion Genética de dmPGE

Simbolo del Gen Descripcion Veces de cambio
(aumentos)
HAS1 Hialuronano sintasa 1 55,83
GEM Proteina GEM de unién a GTP 28,18
DUSP4 Proteina fosfatasa 4 de doble
especificidad 25,75
AREG Anfirregulina 23.32
NR4A2 Proteina 1 relacionada con
receptor Nuclear 22,30
REN Renina 19,50
CREM Modulador de elemento sensible a
AMPc 12,90
COL1A1 Colageno, tipo |, alfa 1 10,50
FOSL2 Antigeno 2 relacionado con Fos 8.11
CXCR4 Receptor 4 quimioquina
CXC 7,33

Por consiguiente, a diferencia de los protocolos preclinicos, la incubacion a 37 °C, que previamente se pensaba que
estaba asociada con una disminucion de la vialidad de las células CD34" y la semivida de 16,16-dimetil PGE,, de
forma inesperada presentaba un aumento de la expresion genética asociada con las rutas de sefializacion celular de
PGE2R2/R4, migracion celular dirigida, y proliferacion. Ademas, no se observaron cambios en la expresion genética
que pudieran indicar una disminucioén de la viabilidad celular.

Se realizaron experimentos adicionales para determinar si las células CD34" respondian al 16,16-dimetil PGE;
cuando las células se trataban en el contexto de un protocolo de tratamiento clinico con sangre completa del cordén
umbilical. Las células de sangre del cordén umbilical humanas se incubaron durante 120 minutos a 37 °C con
vehiculo o en 16,16-dimetil PGE, 10 uM (Véase la Figura 17). Después de la incubacién, las células Lin(-)CD34" se
aislaron usando clasificacion magnética de Miltenyi. El ARNa etiquetado con biotina se prepar6é a partir de las
células, y los perfiles de expresion genética se analizaron. De forma coherente con los resultados para las células
CD34" de sangre del cordén umbilical incubadas con diferentes concentraciones de 16,16-dimetil PGE>, las células
Lin(-)CD34" aisladas de la sangre del cordén umbilical humano reprodujeron el elemento distintivo de la expresion
genética de 16,16-dimetil PGE,. También se preparé ARNa de la sangre completa del cordon umbilical tratada, de
células Lin(+)CD34", células Lin(-) CD34" CD38", y de células Lin(-) CD34" CD38 CD90". La Figura 17 muestra que
la sangre completa del corddn umbilical (mas de un 99 % de células del Linaje +) no respondian a 16,16-dimetil
PGE, de una manera similar a como lo hacian las células Lin(-)CD34" aisladas a partir de sangre completa del
cordén umbilical o de células Lin(+)CD34".

Parametros de Tiempo

Los perfiles de expresién genética se analizaron para células CD34" incubadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM a
37 °C durante 5, 15, 30, 60, o 120 minutos. Para periodos de incubacion (por ejemplo, tratamiento) inferiores a 120
minutos, las células se lavaron en medio para retirar el 16,16-dimetil PGE; y a continuacion las células se incubaron
durante el periodo de tiempo restante en medio para permitir un tiempo para que se produjera la expresion genética
(Véase la Figura 5).

Los resultados mostraban que exposiciones mas largas a 16,16-dimetil PGE; proporcionaban magnitudes mayores
de expresion genética en el elemento distintivo de expresion de 16,16-dimetil PGE, (Véase la Figura 6). Por el
contrario, los tiempos de incubacion muy cortos (5-15 minutos) daban como resultado cambios minimos de la
expresion genética con el elemento distintivo de expresion de 16,16-dimetil PGE,. Los cambios en la expresion
genética eran evidentes después de 30 minutos de incubacion con 16,16-dimetii PGE, pero continuaban
aumentando hasta los 120 minutos de incubacion, a pesar del hecho de que todos los experimentos se evaluaron
después de un total de 120 minutos de tiempo transcurrido.

Esto se produce como contraste a las observaciones previas que sugerian que los tiempos de incubacion cortos
podrian ser suficiente para cargar los receptores EP»/4 con farmaco antes del trasplante, en el que se creia que se
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podria producir biologia corriente abajo. Los resultados actuales demuestran que se requieren tiempos de
incubacion mas largos (superiores a 30 minutos) a temperaturas fisioldgicamente antes, tales como 37 °C, para
conseguir un beneficio biolégico.

También se uso una plataforma de gPCR microfluida para medir los cambios de expresién de un elemento distintivo
de la expresion genética de 16,16-dimetil PGE> de los genes enumerados en la Tabla 3 en células CD34" humanas
en diferentes tiempos de incubacién. El analisis de la expresidon genética incluye un formato de 96 pocillos para
detectar los genes enumerados en la Tabla 3.

Tabla 3: Genes de Elemento Distintivo para ensayo Fluidigm

ADCY7 CXCL FGFR1 INHBA MYO PLAT SC5D | THBS1
1 M2 (1) L
AKAP1 coL1 FLJ273 JAG1 NPTX PLAT SGIP1  |TMCC3
2 A1 52 1 )
AREG CXCL FOS JOSD1 NR4A PLAUR  |SGK1 TNFRSF
2 2 1B
AREGB CXCL FOSL2 KCTD2 NR4A PLK2 SHIS ULBP2
5 0 3 A2
ARPC2 CXCL FOXA1 KIAA11 NTRK  |PPAR SIK1 VPS37B
6 99 1 D
ATB6V 0A4 |CXCR GEM LGALS OSM PTGE SSTR  |WT1
4 12 R2 1
C6orf176 |DUSP GNAL LIF PCDH |PTGE SV2C  |YPEL4
2 8 R4
CA2 DUSP GULP1 LONRF PDE3 RASD1 |SYT4 ZNF331
4 2 B
CA4 ECEL1  |HAS1 LRIG2 PDE4 REN SYTL ACTB
A 3
CCND1 EDN1 HOME LXN PDE4 RGS1 TAC1 GAPDH
R1 B
CREB5 ETV3 HR MALT1 PDE4 RGS2 TCF4 HPRT1
D
CREM FGF9 IL11 MPPE1 PDLIM  |S1PR1 TGFB  |QARS
3 2

La Figura 14A muestra que los elementos distintivos de la expresion genética adecuados eran detectables después
de al menos aproximadamente 60 minutos de exposicidon constante al 16,16-dimetil PGE; a 37 °C hasta al menos
aproximadamente 4 horas de exposicion constante al 16,16-dimetil PGE; a 37 °C. Sin embargo, la respuesta de la
expresion genética maxima se observo después de al menos aproximadamente dos horas de exposicion constante
al 16,16-dimetil PGE, a 37 °C. La Figura 14B muestra la expresion genética media para los genes distintivos
enumerados en la Tabla 3 y que cambios en la expresion genética maxima se observaron después de al menos
aproximadamente dos horas a 37 °C. La Figura 14C muestra los datos de expresion para CXCR4, que es
responsable de la migracion dirigida al nicho de la médula ésea. Es interesante observar que la cinética de la
respuesta de la expresion genética es mucho mas lenta en comparacion con la respuesta a AMPc que alcanzo
niveles maximos solo en 15 minutos a 37 °C. Para los datos que se muestran en la Figura 14, las reacciones de
deteccion de expresion genética para el siguiente grupo de genes fracaso y se excluyeron de este analisis: ARPC2,
SSTR1, CXCL5, SYT4, CXCL6, TMCC3, FGF9, GNAL, GULP1, LRIG2, PDE4D, PLAT (1), y PLAT (2). Para los
datos que se muestran en la Figura 14, se usaron los siguientes genes constitutivos de control: ACTB, GAPDH,
HPRT1, y QARS.

Ademas, los elementos distintivos de la expresion genética se midieron en células que recibieron tratamientos de
curso corto con 16,16-dimetil PGE, seguido de un periodo de recuperacion en ausencia del farmaco. Las células
CD34" humanas se incubaron durante diferentes periodos de tiempo en presencia de 16,16-dimetil PGE, seguido de
un lavado y un periodo de recuperacion en medio disefiado para reflejar su establecimiento in vivo. El disefio
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experimental hacia coincidir el paradigma de tratamiento ex vivo en el que las células se tratan, se lavan para retirar
el farmaco y a continuacion se administran al paciente. Las células CD34" se incubaron con 16,16-dimetil PGE; a
37 °C durante 5, 15, 30, 60, o 120 minutos y los elementos distintivos de la expresion genética se analizaron. Para
periodos de incubacion inferiores a 120 minutos, las células se lavaron en media para retirar el 16,16-dimetil PGE; y
a continuacion las células se incubaron durante el periodo de tiempo restante en medio para permitir tiempo para
que se produjera la expresion genética.

La Figura 15 muestra que los tratamientos de curso corto con 16,16-dimetil PGE, (5-15 minutos) no son suficientes
para generar una respuesta de expresion genética "completa". Los cambios de la expresion genética y de los
elementos distintivos de la expresion genética reconocibles solamente se observaron después de aproximadamente
30 minutos de incubacion con 16,16-dimetil PGE,, y eran maximos después de aproximadamente 2 horas, que se
produce a diferencia de la respuesta rapida a AMPc (véase la Fig. 3). Por lo tanto, en realizaciones clinicas en
particular, la sangre del cordén umbilical tratada con 16,16-dimetil PGE, en condiciones fisiologicas (por ejemplo,
37 °C) durante 120 minutos consiguen un elemento distintivo de la expresion genética "consistente" indicativo de una
mejora de la eficacia clinica de las células tratadas.

Para los datos que se muestran en la Figura 15, las reacciones de deteccion de la expresion genética para el
siguiente grupo de genes fracasd y se excluyeron de este analisis: ADCY7, CCND1, CREB5, GULP1, MPPE1,
PDE3B, PTGER2, RGS2, e YPEL4. Para los datos que se muestran en la Figura 15, se usaron los siguientes genes
constitutivos de control: ACTB, ARPC2, GAPDH, HPRT1, LRIG2, y QARS.

Concentracion de 16,16-dimetil PGE,

Se analizaron perfiles de expresion genética para células CD34" incubadas durante 120 minutos a 37 °C con
diferentes concentraciones de 16,16-dimetil PGE; (vehiculo, 100 nM, 1 uM, 10 uyM, o 100 uM; véase la Figura 7). Los
resultados mostraban que el elemento distintivo de la expresion genética de 16,16-dimetil PGE, completo se
reproducian a 10 uM pero que no se producian cambios sustanciales adicionales en el elemento distintivo de la
expresion genética por encima de 10 uM de 16,16-dimetil PGE_, lo que sugiere que 10 uM es la dosis de tratamiento
6ptima.

Estos experimentos se repitieron usando células de sangre completa del cordon umbilical humano para determinar si
los resultados de la expresion de CD34" se podian traducir a las instalaciones clinicas. El tratamiento de los
cordones completos tiene en cuenta (1) aumento de la complejidad celular presente en la sangre completa del
corddén umbilical, (2) reduccion de los niveles de farmacos debido a la union de la proteina del farmaco, y (3)
posibles efectos paracrinos. Las células de sangre del cordén umbilical del humano se incubaron durante
120 minutos a 37 °C con vehiculo, 100 nM, 1 uM, 10 pM, 25 uM, o 50 uM de 16,16-dimetil PGE; (Véase la Figura 8).
Después de la incubacién, las células Lin(-)CD34" se aislaron, se preparé ARNa etiquetado a partir de las células, y
se analizaron los perfiles de expresidén genética. De forma coherente con los resultados para las células CD34"
incubadas con diferentes concentraciones de 16,16-dimetil PGE,, las células Lin(-)CD34" aisladas de sangre del
cordén umbilical humano reproducian el elemento distintivo de la expresion genética de 16,16-dimetil PGE; a 10 pM,
con 10 uM dando el elemento distintivo maximo y no se observaba una mejora sustancial con el aumento de la
concentracion.

Una plataforma de gPCR microfluida también se usé para medir los cambios de expresion de un elemento distintivo
de la expresién genética de 16,16-dimetil PGE, (véase la Tabla 3 para genes) en células CD34" humanas tratadas
con diferentes concentraciones de 16,16-dimetil PGE, (vehiculo, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 50 pM, o 100 yM), a 37 °C
durante 2 horas. La Figura 16 muestra que el elemento distintivo de la expresion genética de 16,16-dimetil PGE; era
maximo a 10 yM pero que no se producian cambios sustanciales adicionales en el elemento distintivo de la
expresion genética por encima de 10 uM de 16,16-dimetil PGE..

A los datos que se muestran en la Figura 16, las reacciones de deteccion de la expresion genética para el siguiente
grupo de genes fracaso y se excluyeron de este analisis: ADCY7, CCND1, CREB5, GULP1, FGFR1, FLJ27352,
MPPE1, PDE4D, PTGER2, PDE3B, e YPEL4. Para los datos que se muestran en la Figura 16, se usaron los
siguientes genes constitutivos de control: ACTB, ARPC2, GAPDH, HPRT1, LRIG2, y QARS.

Temperatura de Incubacion

Se analizaron perfiles de expresion genética para células CD34" incubadas con 16,16-dimetil PGE, a 4 °C, 25 °C, o
37 °C (Véanse las Figuras 9 y 22). Estos resultados mostraban que los cambios en la expresion genética asociados
con el elemento distintivo de la expresion genética de 16,16-dimetil PGE;, se producian en incubacién a 37 °C
durante 60-120 minutos, con los cambios de la expresion genética mas consistentes a los 120 minutos. Ademas, la
concentracion en la temperatura se covariaron, y se determind que las temperaturas mas bajas y las
concentraciones mas elevadas de 16,16-dimetil PGE, no se podrian usar para replicar los efectos de una
temperatura mas elevada (los datos no se muestran). Por lo tanto, el tratamiento a 100 uM de 16,16-dimetil PGE a
4°C y a 25°C proporcionaba cambios de la expresion genética mas pequefios que 16,16-dimetil PGE, 10 yM a
37 °C.
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Por consiguiente, los resultados mostraban que la expresién genética en células CD34" o células Lin(-)CD34"
aisladas en sangre del cordén umbilical humano daba como resultado la regulacion positiva de los genes implicados
en la migracion dirigida e injerto de HSC, por ejemplo, CXCR4; genes sensibles a AMPc, por ejemplo, CREM; y
modulaciéon de la expresion genética asociada con las botas de sefalizacion de PGE,, adhesion celular, y
sefializacion de quimioquinas. De forma significativa mas genes presentaban al menos un aumento o disminucién de
2 veces de la expresion genética (ensayo t, p < 0,05 para cada gen/sonda) después de incubacién con 16,16-dimetil
PGE, 10 uM a 37 °C en comparacion con incubacion a 25°C o 4 °C. En particular, se producian cambios
estadisticamente significativos en la expresion genética en genes asociados con la migracion dirigida de células
madre y precursoras hematopoyéticas, por ejemplo, CXCR4 (p = 0,00014), y genes asociados con el aumento de las
rutas de sefalizacion celular de PGE2R2/R4, por ejemplo, CREM (p =0,0012), a 37 °C en comparacion con
incubacion a 25 °C 0 4 °C.

Ademas, a diferencia de las expectativas preclinicas, no se observd aumento en la expresion genética de genes
asociados con apopotosis o muerte celular en células incubadas a 37 °C, que previamente se habia pensado que
estaban asociadas con la disminucion de la viabilidad celular de CD34" y la semivida de 16,16-dimetil PGE..

Ejemplo 3
ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Las células de sangre completa o células CD34" del cordén umbilical obtenidas en Stem Cell Technologies
(Vancouver, Canada) se tomaron alicuotas también en tubos Eppendorf y se trataron ex vivo a un intervalo de
concentraciones de 16,16-dimetil PGE, (de 10 uM a 100 uM) o control de DMSO; temperaturas (4 °C, 22 °C, o
37 °C) durante 60 o 120 minutos en medio LMD/HSA al 5 %. Después del tratamiento, una alicuota de las células
incubadas se sometié a ensayo usando tincién con 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD) como un indicador de la muerte
celular. Un millon de células de sangre completa del cordon umbilical se tifieron con 5 pl de solucién de tincion con
7AAD (BD Bioscience, San Jose, CA), o 200.000 células CD34" de sangre del cordén umbilical se tifieron con 1 pl
de solucion de 7-AAD. Las células se analizaron en un Sistema Guava EasyCyte 8HT (Millipore) y con el paquete de
software FlowdJo (Tree Star Inc., Ashland, OR). Una alicuota separada de las mismas células también se tomé para
evaluacion del potencial de proliferacion usando ensayos de CFU-C (que se discuten a continuacion en el Ejemplo
4).

Los resultados mostraban que las células de sangre completa o células CD34" del cordén umbilical incubadas con
16,16-dimetil PGE, a temperaturas elevadas durante periodos de incubacion relativamente largos no disminuian la
viabilidad celular en comparacién con células incubadas en otras condiciones, a diferencia de lo que se esperaba a
partir de los experimentos preclinicos previos. Por lo tanto, no habia una disminucién estadisticamente significativa
en las células vivas evaluadas con 7-AAD de 4 °C a 37 °C (Véanse las Figuras 10 y 19B-C).

Ejemplo 4
ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

Se realizaron ensayos de Células de Unidades Formadoras de Colonias (CFU-C) usando un kit de ensayo de metil
celulosa, MethoCult® GF H4034 (Stem Cell Technologies, Vancouver, CA). Las células de sangre completa o
células CD34" del cordén umbilical obtenidas en Stem Cell Technologies (Vancouver, Canada) se tomaron alicuotas
también en tubos Eppendorf y se trataron ex vivo a un intervalo de concentraciones de 16,16-dimetil PGE; (de 10 uM
a 100 uM) o control de DMSO; temperaturas (4 °C, 22 °C, o 37 °C) durante 120 minutos en medio LMD/HSA al 5 %.
Después del tratamiento, las células se lavaron en medio LMD/HSA al 5 % y se volvieron a suspender en Medio de
Iscove que contenia un 2 % de Suero Bovino Fetal (FBS) (Stem Cell Technologies). A continuacioén las células se
cargaron en un tubo de ensayo MethoCult®, se mezclaron, y se sembraron en placas de cultivo de 35 mm de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. A menos que se mencione de otro modo, el equivalente de
10.000 células WCB y de 250 células CD34" se cargé en cada placa.

Los resultados mostraban que las células de sangre completa o células CD34" del cordén umbilical incubadas con
16,16-dimetil PGE, a temperaturas elevadas durante periodos de incubacion relativamente largos presentaban un
potencial proliferativo mas elevado (por ejemplo, capacidad de autorrenovacion) que las células incubadas en otras
condiciones, a diferencia de las expectativas basadas en experimentos preclinicos previos. Por lo tanto, se producia
un aumento estadisticamente significativo en el potencial proliferativo celular de 4 °C a 37 °C (Véase la Figura 11).
Ejemplo 5

EXPRESION EN LA SUPERFICIE CELULAR DE CXCR4 EN CELULAS TRATADAS CON 16,16-DIMETIL PGE2

Citometria de Flujo

Las células de sangre del cordén umbilical CD34" (Stem Cell Technologies o All Cells) se trataron durante 2 horas a
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37 °C en 16,16-dimetil PGE; 10 yM o DMSO como control en LMD/HSA al 5 %. Después del tratamiento, las células
se lavaron con LMD/HSA al 5 % y se centrifugaron a 650 x g durante 10 minutos. A continuacion las células se
clasificaron para aislar las células precursoras a largo plazo, corto plazo y multipotentes de acuerdo con un protocolo
publicado en cualquier parte (Park et al., 2008). A continuacion las células se volvieron a suspender en medio de
tincion (mencionado anteriormente), y se afadié anticuerpo de tincion. Todos los anticuerpos eran de BD
Biosciences a menos que se indique de otro modo. Los paneles de anticuerpos de agotamiento de linaje incluian
CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD10, CD11b, CD14, CD19, CD20, CD56, CD235 y todos estaban conjugados
directamente a FITC. Otros anticuerpos usados fueron CD34(8G12)-APC, CD38-PerCPCy5.5, CD45RA-V450, y
CD90-PE. Las células se tifieron con la cantidad recomendada de anticuerpos durante 20 minutos en hielo y a
continuaciéon se lavaron dos veces con medio de tinciéon. A continuacién las células se volvieron a suspender a
2 millones de cédulas/ml y se clasificaron en FACS Aria Il usando el software DiVa (BD Biosciences). Las células se
recogieron en medio StemSpan y se mantuvieron a 4 °C hasta realizar la extraccion de ARN.

Andlisis de Expresién Superficial de CXCR4

Las células de sangre del cordén umbilical CD34" se trataron con 16,16-dimetil PGE; 10 pM o DMSO en medio
StemSpan durante 2 horas a 37 °C o durante 1 hora a 4 °C. Después del tratamiento, las células se lavaron en
medio StemSpan, se centrifugaron durante 10 minutos a 300 x g y se volvieron a suspender en medio StemSpan
que contenia citoquinas (por ejemplo, CC100) para estimular la supervivencia de las células CD34" y se incubaron a
37 °C durante 1, 6 y 24 horas. Después de la incubacion de 1, 6 o 24 horas, las células se centrifugaron y se
volvieron a suspender en medio de tincién que contenia el coctel de Linaje, 1-FITC, CD34" APC, CXCR4(CD184)-
PE, y se incubaron en hielo durante 15 minutos. A continuacion se afiadié medio de tincion recién preparado a las
células, y las células se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos, dos veces. Las células tefiidas se adquirieron en
un Guava EasyCyte 8HT vy el andlisis se realiz6é usando el Paquete de Software FloJo (Treestar).

Un aumento en la expresion de la ARN de CXCR4 se observo en las células de sangre completa (WCB) o células
CD34" del cordén umbilical tratadas con 16,16-dimetil PGE2 10 uM durante 2 horas a 37 °C cuando se comparé con
las células tratadas con DMSO o células tratadas con 10 uM durante 1 hora a 4 °C. La expresion en la superficie
celular de CXCR4 es importante para la migracién dirigida de células madre al nicho hematopoyético de la médula
6sea. La Figura 18 muestra que la expresion superficial de la proteina CXCR4 aumentaba en presencia de 16,16-
dimetil PGE> en ciertas condiciones. Las células se trataron durante 2 horas a 37 °C o durante 1 hora a 4 °C con
cualquiera de 16,16-dimetil PGE, 10 uM o control de DMSO en medio StemSpan. La expresion de la proteina de
superficie celular CXCR4 se evalué 1, 6 y 24 horas después del final del tratamiento mediante citometria de flujo.

1 hora después del tratamiento, la expresion de CXCR4 era detectable en un 48 % de las células CD34" de sangre
del cordén umbilical tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM en comparacion con un 3,5 % de células tratadas con
DMSO. A las 6 horas después del tratamiento, un 34,7 % de células CD34" de sangre del cordén umbilical tratadas
con 16,16-dimetil PGE; 10 uM expresaban niveles detectables de CXCR4 en comparacion con un 1,7 % de células
tratadas con DMSO. A las 24 horas después del tratamiento, el nivel de CXCR4 presente en células CD34" de
sangre del cordon umbilical tratadas con 16,16-dimetil PGE; 10 uM era sustancialmente el mismo en comparacion
con las células tratadas con DMSO.

Por el contrario, las células CD34" de sangre del cordén umbilical tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM a 4 °C, no
daban como resultado un aumento de la expresion de CXCR4. Por lo tanto, la expresion del ARNm de CXCR4 en
las células tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM representa exactamente la expresion de la proteina de la
superficie celular CXCR4 en las células. Por consiguiente, en realizaciones clinicas en particular, para obtener la
activacion maxima de HSC para realizar la migracion dirigida uncion de HSC, el tratamiento de las células con 16,16-
dimetil PGE; a 37 °C es preferente en comparacion con el tratamiento a 4 °C.

Ejemplo 6
ENSAYOS EN BAZO PARA UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Los ensayos de Bazo para Unidades Formadoras de Colonias en el dia 12 (CFU-S12) se realizaron como se
describe en North et al., Nature. 2007 Jun 21; 447 (7147): 1007-11. La médula 6sea completa de ratones donantes
C57BI/6 de 8 semanas de edad se aisld y se traté con 16,16-dimetil PGE> 10 yM o DMSO a 4 °C durante 1 horao a
37 °C durante 2 horas o en PBS. Después el tratamiento, las células se lavaron mediante centrifugacion y volviendo
a suspender en PBS a la inyeccion en la vena de la cola en receptores C57BI/6 (2 x 5/tratamiento) que se habian
irradiado de forma que tan previamente a 10,5 Gy. Se inyectaron 50.000 células por receptor.

El aumento en el elemento distintivo de la expresion genética de 16,16-dimetil PGE, observado después del
tratamiento con 16,16-dimetil PGE, a 37 °C durante 2 horas en comparacién con el tratamiento con 16,16-dimetil
PGE: a 4 °C durante 1 hora se corroboré adicionalmente en un ensayo de CFU-S.

La médula 6sea de murino se expuso a tratamiento con 10 uM de 16,16-dimetil PGE, o DMSO para cualquiera de 1
hora a 4°C o 2 horas a 37 °C y se administré a los ratones irradiados. Catorce dias mas tarde, los barcos se
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extirparon y se hizo el recuento de las colonias. Los resultados mostraban que el tratamiento a 4 °C no provocaba
una respuesta a AMPc ni un aumento en la sefial de expresion genética, pero daba como resultado un aumento mas
pequefio en el recuento de CFU-S en comparacion con las células tratadas con DMSO. Sin embargo, este aumento
es menor de forma estadisticamente significativa que cuando las células se incubaron con 16,16-dimetil PGE> 10 uM
a 37 °C.

Las células de médula 6sea completa (WBM) de murino se expusieron a 16,16-dimetil PGE, 10 yM o DMSO durante
1 02 horas a 4 °C o 37 °C. Se observd un aumento estadisticamente significativo en el indice de CFU-S12 cuando
las células se trataron con 16,16-dimetil PGE; 10 uM independientemente de la temperatura cuando se compara con
las células tratadas con DMSO (Figura 19A). La exposicion a 16,16-dimetil PGE, 10 uM a 37 °C durante 2 horas dio
como resultado la formacion de 11,5+ 1,4 colonias que era significativamente mayor que WBM expuestas a
tratamiento con 10 uM con 16,16-dimetil PGE, a 4 °C durante 1 hora, 8,5 + 1,3 colonias (p < 0,005) o a DMSO a
37 °C durante 2 horas, 4,0 + 0,8 colonias (p < 0,001). Ademas, las WBM tratadas con 16,16-dimetil PGE, 10 uM a
37 °C durante 1 hora (11,2+1,5) o 2 horas (11,5 + 1,4) daban resultados similares. Lo mismo se observo con el
tratamiento con 16,16-dimetil PGE, de WBM a 4 °C, en el que la exposicion de 1 o 2 horas daba resultados
similares, 8,5 + 1,3 y 8,4 £+ 1,0 colonias, respectivamente.

Ejemplo 7
AUMENTO DE LA QUIMIOTAXIS DE CELULAS TRATADAS CON 16,16-DIMETIL PGE2

Los ensayos de quimiotaxis se realizaron usando camaras de quimiotaxis de 96 pocillos, membrana de
policarbonato con un tamafo de poro de 5 uM (Corning Inc., Corning, NY) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En resumen, las células CD34" de sangre del cordén umbilical (hCD34" CB) humano se obtuvieron en All
Cells y se les congelaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacion las células se trataron
durante 4 horas a 37 °C con 16,16-dimetil PGE> o control de DMSO a una concentracién de 10 uM en medio
StemSpan (Stem Cell Technology, Vancouver, Canada). A continuacion las células se lavaron mediante
centrifugacion (300 g durante 10 minutos) y se volvieron a suspender en tampdn de ensayo transpocillo (Rojo Fenol
Sin medio RPMI (Mediatech), BSA al 0,5% sin lipido (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 40.000-
60.000 células/75 ul. Se anadieron setenta y cinco pl de suspension celular a la camara superior de la placa,
mientras que se afadian 235 pl de medio de ensayos transpocillo que contenia 0 o 50 ng/ml de SDF1a (sistema
R&D, Minneapolis, MN) al pocillo inferior. EI niumero total de células en el pocillo inferior se obtuvo mediante
citometria de flujo, usando 7AAD (BD Biosciences) para excluir las células muertas, después de 4 horas de
incubacion a 37 °C, COz al 5 %. La Figura 20 muestra un diagrama de flujo del ensayo funcional in vitro de
quimiotaxis usado en estos experimentos. El porcentaje de migracion se calculd dividiendo el nimero de células en
el pocillo inferior entre la entrada total de células multiplicado por 100. Las muestras se analizaron por triplicado, a
continuacién se hizo un promedio de los datos para analisis estadistico.

La Figura 21 muestra que el nimero de células CD34" que migran incubadas con 16,16-dimetil PGE aumenta de
forma significativa cuando se exponen a 50 ng/ml de SDF1a en comparacién con el nimero de células CD34" que
migran incubadas con DMSO o controles negativos (0 ng/ml de SDF1 a). Por lo tanto, las células CD34" tratadas
con 16,16-dimetil PGE presentan un aumento de las propiedades de migracion dirigida de células madre cuando se
compara con DMSO o células de control no tratadas.

Ejemplo 8
ESTUDIO CLINICO EN FASE 1B
Sumario

Los datos preclinicos generados por los presentes inventores apoyaban el uso de 16,16-dimetii PGE, como
promotor de la migracion dirigida, proliferacion, supervivencia, y diferenciacion de HSC. Basandose en los datos
preclinicos, se inici6 un ensayo clinico en Fase Ib en adultos con neoplasias hematolégicas sometidos a doble
trasplante de CB (sangre del cordon umbilical) después de un régimen de acondicionamiento con intensidad
reducida. Un objetivo principal del estudio era determinar la seguridad de la UCB tratada con16,16-dimetil PGE;
basandose en el injerto del Dia 42 con > 5 % de quimera de la unidad de UCB tratada con 16,16-dimetil PGE.. Los
objetivos secundarios incluian el tiempo injerto, las tasas de toxicidad no hematoldgica, rechazo del injerto, GVHD
aguda y crénica, recaida, mortalidad relacionada con el tratamiento (TRM), quimera fraccionaria, y supervivencia sin
recaida y general. La dinamica del injerto competitivo del doble trasplante de UCB permite la determinacion de si las
HSC modificadas con dmPGE; son capaces de competir con las HSC no moduladas.

Métodos
Los criterios para seleccion de sangre del corddn umbilical consistian en una compatibilidad minima de HLA de 4/6

para cada unidad de sangre de cordén umbilical con respecto al sujeto asi como para la otra unidad de sangre del
cordén umbilical. Los pacientes sin un donante hermano o sin compatibilidad con un familiar se acondicionaron con
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fludarabina (30 mg/m?/dia IV Dia -8 a -3), melfalan (100 mg/m?/dia IV Dia -2), y ATG de conejo (1 mg/kg/dia Dias -7,
-5, -3y -1). El régimen de inmunosupresion incluia sirolimus (diana 3-12 ng/ml) y tacrolimus (diana 5-10 ng/ml). En el
dia 0, los pacientes recibieron dos unidades de sangre del cordon umbilical (UCB): la primera unidad de UCB (UCB
tratada con 16,16-dimetil PGE;), se les congelé en un bafio de agua caliente y se lavd usando una solucion de
albdmina de suero humano al 5 % (HSA) y dextrano de bajo peso molecular (LMW). Las células se incubaron con
16,16-dimetil PGE, durante 2 horas a 37 °C. Después de un lavado final para retirar el 16,16-dimetil PGE; residual,
la UCB tratada con 16,16-dimetil PGE, se administrd al paciente mediante infusiéon sin manipulacién adicional de las
células. La segunda unidad de UCB sin tratarse descongelo, se lavo y se infundio 2-6 horas después sin modulacion
o manipulacioén de las células.

Resultados

Un total de 12 sujetos se inscribieron y recibieron unidades de UCB tratadas con 16,16-dimetil PGE>, de los cuales
11 sujetos se pudieron evaluar. La edad media era de 57,5 afos (intervalo de 19-66) y un 67 % era de sexo
masculino. Los diagnoésticos incluian: AML(5), MDS(4)y NHL/CLL(3). Todas las UCB tratadas con 16,16-dimetil
PGE: se trataron y se infundieron el Dia 0. Los tamafios medios de UCB con crioconservacion previa eran para UCB
tratada con 16,16-dimetil PGE,: 2,7 x 107 TNC/kg (intervalo de 2,0-5.1) y 1,3 x 10° CD34/kg (intervalo de 0,3-6,3);
UCB sin tratar: 2,0 x 10" TNC/kg (intervalo de 1,8-5) y 1,1 x 10° CD34/k59 (intervalo de 0,5-3,4) con una dosis celular
media combinada de 4,7 x 10" TNC/kg (intervalo de 3,9-10,1) y 2,1 x 10° CD34/kg (intervalo de 1,4-9,7).

El tratamiento de UCB con 16,16-dimetil PGE; no dio como resultado una pérdida celular significativa, con una
recuperacion media de células CD34" viables de un 90 %. Los sucesos adversos atribuidos a UCB tratada con
16,16-dimetil PGE; incluia cinco sucesos relacionados con la infusiéon de Grado 1 en cuatro sujetos, que consistia en
escalofrios, enrojecimiento, dolor abdominal, o tos. Un sujeto adicional con enfermedad arterial coronaria conocida
experimenté aumento de ST de Grado 4 transitorio con infusion y evidencia de isquemia del miocardio mediante el
ensayo de troponina cardiaca.

El tiempo medio para la recuperacion de neutrdfilos (> 500 células/pl) fue de 17 dias (intervalo de 15-27 dias), que
se compara de manera favorable con una media de 21 dias para un grupo de control histérico de pacientes tratados
del mismo modo en la misma institucion (n = 53; p = 0,025). Estos datos también se comparan de manera favorable
con una poblacién base previa de 9 pacientes, que también recibieron una unidad de UCB sin tratar en combinacion
con una UCB tratada con 16,16-dimetili PGE, que se prepard usando un régimen de incubacion alternativo:
tratamiento con 16,16-dimetil PGE; durante 60 minutos en hielo (una temperatura de 4 °C). Estos pacientes
presentaban un tiempo medio para la recuperacién de neutréfilos de 22 dias.

El tiempo medio para un recuento de plaquetas no apoyado de 20.000/ul fue de 42 dias (n = 9 evaluable). No habia
casos de rechazo al injerto primario o secundario. La UCB tratada con 16,16-dimetil PGE; era la fuente dominante
de hematopoyesis en 9 de los 11 sujetos evaluables, y la quimera media total de UCB tratada con 16,16-dimetil
PGE: en el dia 14 era de un 90 %, con dominancia a largo plazo de nuevo con la unidad de UCB tratada con 16,16-
dimetil PGE,. En comparacion, en el experimento previo de 9 pacientes que recibieron una UCB sin tratar y una UCB
tratada con 16,16-dimetil PGE, preparada usando el régimen de incubacién de 4 °C/60 minutos, la UCB tratada con
16,16-dimetil PGE: era la frente dominante de hematopoyesis en solo 2 de 9 casos.

Hasta la fecha, solamente se han observado dos casos de GvHD aguda de Grado 2 y no se han observado casos de
GvHD crénica. Ademas, no se observaron casos de enfermedad linfoproliferativa de EBV. TRM era de un 9 %
(1 sujeto), y un paciente recae; 9 sujetos permanecen vivos sin recaida con un seguimiento medio de 5,0 meses
(intervalo de 1,6-9,4).

Conclusiones

Estos datos apoyan el beneficio de un nuevo enfoque de modulacion ex vivo para mejorar el injerto en pacientes que
se someten a trasplante de UCB. Ademas, los resultados de estos experimentos demuestran claramente que el
aumento de la temperatura de incubacion de 4 °C a 37 °C y un aumento del tiempo de incubacion de 60 minutos a
120 minutos daba como resultado un aumento profundo de la actividad biolégica de las células tratadas con 16,16-
dimetil PGE;. Este portfolio proporciona un ejemplo importante de como la formacion de perfiles moleculares puede
tener un impacto directo en la medicina clinica y demuestra que un tratamiento ex vivo corto con moléculas
pequefias puede mejorar la terapia celular.

Ejemplo 9

ANALISIS DE TRATAMIENTO ACTIVO DE LA ACTIVIDAD DE REPOBLACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA
DE RATON TRATADAS EX VIVO CON dmPGE2 A 4 °C CON RESPECTO A 37 °C

La invencion demuestran los efectos de dmPGE, en la recuperacion de WBC, incluyendo mejora de las

recuperaciones de recuentos de eritroides, plaquetas y neutréfilos en comparacion con controles cuando las células
pulsan a 37 °C. El presente estudio es una comparacion de tratamiento activo del injerto de las células tratadas ex
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vivo con dmPGE; a 4 °C con respecto a 37 °C. Las células de médula 6sea de ratones CD45.1 y CD45.2 congénicos
se tratan ex vivo durante 2 horas con 10 uM de 16,16-dmPGE: y se cotrasplantaron en ratones receptores hibridos
CD45.1/CD45.2 irradiados de forma letal. Los grupos de 10 ratones hibridos reciben 100.000 células de médula
6sea de CD45.1 tratadas con 16,16-dmPGE; a 4 °C y 100.000 células de médula 6sea de CD45.2 tratadas 16,16-
dmPGE; a 37 °C. Una segunda poblacion base de 10 ratones recibe 100.000 células de médula 6sea de CD45.2
tratadas con 16,16-dmPGE; a 4 °C y 100.000 células de médula 6sea de CD45.1 tratadas con 16,16-dmPGE; a
37 °C para compensar €l sesgo de la cepa. A los ratones les extrae sangre a 1, 2, 3 y 4 meses después del
trasplante y se determinan las células de sangre periférica positivas para CD45.1 y CD45.2. A los 4 meses, la
reconstitucion del linaje del trinomio se evalua para determinar cualquier sesgo o diferencia en la reconstitucion del
linaje. Los ratones se sacrifican y se realiza una quimera de médula a los 4 meses después del trasplante. La
desviacién de la quimera de un 50 %/50 % refleja alteracion en la capacidad de injerto que resulta de los protocolos
de tratamiento. En la Figura 24 se muestra un esquema grafico del estudio.

Ejemplo 10
METODOS

Aislamiento de células Lin(-)CD34" a partir de sangre del cordén umbilical tratada

Las células mononucleares de sangre completa del cordon umbilical humano se obtuvieron en Stem Cell
Technologies (Vancouver, Canada). Después de descongelar, las células se trataron con 16,16-dimetil PGE; o
controles apropiados, por ejemplo, DMSO, en medio LMD/HSA al 5 %.

Después del tratamiento, las células se lavaron con medio LMD/HSA al 5 %, se centrifugaron durante 10 minutos a
650 x g a temperatura ambiente y se volvieron a suspender en un tampoén de seleccion frio (solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) sin Ca’ o Mg*; EDTA 2 mM; y HSA al 0,5 %). La seleccién magnética se realizd
usando el Kit de Agotamiento de Linaje (Lin) (Miltenyi Biotec, abrun, CA) seguido de un kit de enriquecimiento de
CD34" (Miltenyi Biotec). El agotamiento del linaje y el enriquecimiento de las células CD34" se realizaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante usando un separador QuadroMACS™. Durante este proceso, las células se
mantuvieron a 4 °C. Una vez que las células Lin-CD34" se aislaron de la sangre completa del cordén umbilical
tratada, una alicuota se analizd6 mediante citometria de flujo para evaluar la pureza. La pureza de las células era
superior a un 90 %. La mayor parte de las células se usaron para extraccion de ARN usando el Kit de Aislamiento de
ARN Pico Pure (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) para analisis Affymetrix.

En general, en las reivindicaciones que siguen a continuacion, no se deberia interpretar que los términos usados
limitan las reivindicaciones a las realizaciones especificas desveladas en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones, pero se deberia interpretar que incluyen todas las posibles realizaciones junto con el alcance
completo de los equivalentes a los que dan derecho tales reivindicaciones. En consecuencia, las reivindicaciones no
estan limitadas por la divulgacion.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién terapéutica que comprende una poblacién de células que comprende al menos un millén de
células madre o precursoras hematopoyéticas humanas en la que:

a) las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto ex vivo a una temperatura de 33 °C
a 41 °C con un agente que aumenta la expresion genética de CXCR4 en las células, en la que el agente es un
potenciador de AMPc, un activador de Ga-s, un agente que se une de forma selectiva al receptor PGE2EP4, o
que comprende PGE; o un agonista de PGE2R; o PGE2R4

b) la expresion genética de CXCR4 aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas al menos
5 veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en células madre o precursoras hematopoyéticas no
puestas en contacto; y

c) en la que la composicion terapéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz, estéril, de células
madre o precursoras hematopoyéticas preparada para su administracion a un paciente,

en la que las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto opcionalmente con el agente
durante un periodo de tiempo de:

al menos una hora;

de una hora a seis horas;
de dos horas a seis horas; o
dos horas.

[[a]]1
[[b]]2
[[c]13
[[d1l4

_— — —

2. La composicion terapéutica de la reivindicacion 1 en la que

a) la expresion de uno o mas genes distintivos aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas al
menos 2 veces en comparacion con la expresion del uno o mas genes distintivos en una célula madre o
precursora hematopoyética no puesta en contacto, en la que el gen distintivo se selecciona entre el grupo que
consiste en: hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de
doble especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2),
renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo I, alfa 1 (COL1A1), y
antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2);

b) la expresidon de al menos dos genes distintivos seleccionados entre el grupo que consiste en: hialuronano
sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de union a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad
(DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN),
modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado
con Fos (FOSL2) aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas al menos 5, 10, 15, o 20
veces en comparacion con la expresion de los dos genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto; o

c) la expresion de cada gen distintivo seleccionado entre el grupo que consiste en: hialuronano sintasa 1
(HAS1), proteina GEM de union a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4),
anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador de
elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con Fos
(FOSL2), aumenta al menos 2 veces en las células madre o precursoras hematopoyéticas en comparacion
con la expresion de los genes distintivos en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto.

3. La composicion terapéutica de la reivindicacion 1, en la que:

a) la poblacion de células comprende menos de un 0,10, 0,50, 1,0, 3, 5, 10, 15, 20, o un 30 % de células CD34";
b) la poblacién de células comprende al menos un 0,01 % y no mas de un 50 % de células CD34";
c) la poblacién de células no se expande;

d) la poblaciéon de células comprende menos de un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5 % de células madre
mesenquimales;

e) la poblacién de células comprende menos de un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o un 5% de células
precursoras endoteliales;
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f) la poblacion de células se obtiene a partir de médula dsea, sangre del cordéon umbilical, o sangre periférica
movilizada;

g) la poblacion de células presenta haplotipo de HLA;

h) la poblacién de células presenta haplotipo de HLA basandose en el grupo que consiste en _HLA-A, HLA-B,
HLA-C y HLA-DRBH1;

i) la poblacion de células presenta haplotipo de HLA y presenta compatibilidad con un sujeto humano
especifico; o

j) la poblaciéon de células presenta haplotipo de HLA y tiene 4 de 6 compatibilidades de HLA con un sujeto
humano especifico.

4. La composicién terapéutica de la reivindicacion 1, en la que la composicion terapéutica esta sustancialmente libre
del agente.

5. La composicion terapéutica de la reivindicacion 1, en la que al menos un 15 % de células dentro de la poblacion
de células expresa la proteina CXCR4.

6. Una composicion terapéutica que comprende una poblacién de células que comprende al menos un millén de
células madre o precursoras hematopoyéticas humanas en la que:

a) las células madre o precursoras hematopoyéticas se pusieron en contacto ex vivo a una temperatura de
33°C a41°C con 16,16-dmPGE: durante un periodo de tiempo de dos horas;

b) las células madre o precursoras hematopoyéticas comprenden una coleccién de células CD34" en la que la
expresion genética de CXCR4 aumenta en la coleccién de células CD34" al menos 5 veces en comparacion
con la expresién de CXCR4 en células CD34" no puestas en contacto; y

c) en la que la composicién terapéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz, estéril de células
madre o precursoras hematopoyéticas preparada para su administracion a un paciente,

en la que las células madre o precursoras hematopoyéticas comprenden opcionalmente:

[[a]l1)

[[b]12)

[[c]13)

un elemento distintivo de la expresion genética en el que la expresion de uno o mas genes distintivos
aumenta al menos 2 veces en comparacion con la expresion del uno o mas genes distintivos en una
célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto, en la que el gen distintivo se selecciona
entre el grupo que consiste en: hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de uniéon a GTP (GEM),
proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el
receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno,
tipo 1, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2);

la expresion de al menos dos de los genes distintivos aumenta al menos 5, 10, 15, o 20 veces en
comparacion con la expresion de los dos genes distintivos en una célula madre o precursora
hematopoyética no puesta en contacto;

la expresion de cada uno de los genes distintivos aumenta al menos 2 veces en comparaciéon con la
expresion de los genes distintivos en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto,

o enla que:

[[ali)

la poblacién de células opcionalmente comprende menos de un 0,10, 0,50, 1,0, 3, 5, 10, 15, 20, o un 30 %
de células CD34";

[[b]Ifii) la poblacidon de células opcionalmente comprende al menos un 0,01 % y no mas de un 50 % de células

CD34";

[[c]liii) la poblacion de células opcionalmente no se expande;

[[d]]iv) la poblacion de células opcionalmente se obtiene a partir de médula ésea, sangre del cordon umbilical, o

[lellv)
[[fT1vi)

sangre periférica movilizada;
la poblacién de células opcionalmente presenta haplotipo de HLA,;

la poblacion de células opcionalmente presenta haplotipo de HLA basandose en el grupo que consiste en
HLA-A, HLA-B, HLA-C, y HLA-DRB1;
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[[g]lvii) la poblacion de células opcionalmente presenta haplotipo de HLA y presenta compatibilidad con un sujeto

humano especifico; o

[[i1viii) la poblacion de células opcionalmente presenta haplotipo de HLA y tiene 4 de 6 compatibilidades de HLA

con un sujeto humano especifico.

7. La composicion terapéutica de la reivindicacion 1, en la que la poblacién de células es una poblaciéon de células
con haplotipo que comprende al menos un millén de células madre o precursoras hematopoyéticas humanas, en la
que preferentemente:

a)

la poblacién de células con haplotipo presenta haplotipo basandose en el grupo que consiste en HLA-A, HLA-
B, HLA-C, y HLA-DRBT;

la poblacion de células con haplotipo presenta haplotipo basandose en el grupo que consiste en HLA-
DRB3/4/5, HLA-DQB1, y DPB{;

la poblacién de células con haplotipo es compatible con un sujeto humano especifico;

la poblacién de células que presenta haplotipo de HLA tiene 4 de 6 compatibilidades de HLA con un sujeto
humano especifico, o

en la que las células madre o precursoras hematopoyéticas comprenden preferentemente:

[[a]]1) un elemento distintivo de la expresion genética en el que la expresion de uno o mas genes distintivos

aumenta al menos 2 veces en comparacion con la expresion del uno o mas genes distintivos en una
célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto, en la que el gen distintivo se selecciona
entre el grupo que consiste en: hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de uniéon a GTP (GEM),
proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el
receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo
I, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2);

[[b]]2) la expresion de al menos dos de genes distintivos seleccionados entre el grupo que consiste en:

hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de uniéon a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble
especificidad (DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2),
renina (REN), modulador de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y
antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2) aumenta al menos 5, 10, 15, o 20 veces en comparacioén con la
expresion de los dos genes distintivos en una célula madre o precursora hematopoyética no puesta en
contacto; o

[[c]]3) la expresion de cada gen distintivo seleccionado entre el grupo que consiste en: hialuronano sintasa 1

(HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad (DUSP4),
anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador
de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), y antigeno 2 relacionado con
Fos (FOSL2) aumenta al menos 2 veces en comparacion con la expresion de los genes distintivos en una
célula madre o precursora hematopoyética no puesta en contacto.

8. La composicion terapéutica de las reivindicaciones 1 o 7, en la que el agente que aumenta la expresion genética
de CXCR4 en las células madre o precursoras hematopoyéticas es:

a)

un potenciador de AMPc seleccionado entre: AMPc, sp-5,6-DCI-BIMPS (BIMPS) y dibutiril AMPc (dbAMPc),
éster de forbol, forskolina, esclarelina, 8-bromo-AMPc, toxina del célera (CTx), aminofilina, 2,4 dinitrofenol
(DNP), norepinefrina, epinefrina, isoproterenol, isobutilmetilxantina (IBMX), cafeina, teofilina (dimetilxantina),
dopamina, rolipram, iloprost, prostaglandina E1, prostaglandina E2, polipéptido activador de la adenilato
ciclasa de la pituitaria (PACAP), y polipéptido intestinal vasoactivo (VIP),

un agonista de PGE2R; o PGE2R4 seleccionado entre 16,16-dimetil PGE, (dAmPGE_), éster de fenilo de 16,16-
dimetil PGE, p-(p-acetamidobenzamido), 11-desoxi-16,16-dimetil PGE;, 9-desoxi-9-metilen-16,16-dimetil
PGE,, 9-desoxi-9-metilen PGE,, 9-ceto Fluprostenol, 5-trans PGE,, 17-fenil-omega-trinor PGE,, amida de
PGE: serinol, éster de metilo de PGEy, 16-fenil tetranor PGE», 15(S)-15-metil PGE;, 15(R)-15-metil PGE_,, 8-
iso-15-ceto PGE,, éster de isopropilo de 8-iso PGE,, 20-hidroxi PGE;, 11 -desoxi PGE1, nocloprost,
sulprostona, butaprost, 15-ceto PGE», 0 19 (R) hidroxi PGE;

un agente que se une de forma selectiva al receptor EP, de PGE: seleccionado entre ONO-4819, APS-999
Na, AH23848, ONO-AE1-329, 5-[(IE,3R)-4,4-difluoro-3-hidroxi-4-fenil-1-buten-1-il]-1-[6-(2H-tetrazol-5R-
ihexil]-2-pirrolidinona; acido 2-[3-[(IR,2S,3R)-3-hidroxi-2-[(E,3S)-3-hidroxi-5-[2-(metoximetil)fenil]pent-1-enil]-
5-oxociclopentil]sulfanilpropilsulfanillacético; 4-[2-[(IR,2R,3R)-3-hidroxi-2-[(E,3S)-3-hidroxi-4-[3-
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(metoximetil)fenil]but-1-enil]-5-oxociclopentilletilsulfanillbutanoato  de  metilo;  16-(3-Metoximetil)fenil-ro-
tetranor-5-tiaPGE; 5-{3-[(2S)-2-{(3R)-3-hidroxi-4-[3-(trifluorometil )fenil]butil}-5-oxopirrolidin-1 il]propil]tiofeno-2-
carboxilato; (3-metil-tiofeno-2-carbonil)-amida] del acido [4'-[3-butil-5-ox0-1-(2-trifluorometilfenil)-1,5-dihidro-
[1,2,4]triazol-4-ilmetil]-bifenil-2-sulfénico; y (acido (Z)-7-{(IR,4S,5R)-5-[(E)-5-(3-cloro-benzol[bltiofen-2-il)-3-
hidroxi-pent-1-enil]-4-hidroxi-3,3-dimetil-2-oxo-ciclopentil}-hept-5-enocico), o  sales  farmacéuticamente
aceptables de cualquiera de estos agentes; o

d) un activador o agente activador de Ga-s seleccionado entre toxina del colera.
9. La composicion terapéutica de la reivindicacién 7, en la que:
a) la poblacion de células comprende menos de un 0,10, 0,50, 1,0, 3, 5, 10, 15, 20, o un 30 % de células CD34";
b) la poblacién de células comprende al menos un 0,01 % y no mas de un 50 % de células CD34";
c) la poblacion de células no se expande; o

d) la poblacion de células se obtiene a partir de médula 6sea, sangre del cordon umbilical, o sangre periférica
movilizada.

10. Un método para preparar una composicion terapéutica que comprende: poner en contacto ex vivo una poblaciéon
de células que comprende células madre o precursoras hematopoyéticas, con uno o mas agentes a una temperatura
de 33 °C a 41 °C en condiciones suficientes para modificar la expresion genética de las células madre o precursoras
hematopoyéticas para dar como resultado células madre o precursoras hematopoyéticas que comprenden un
elemento distintivo de la expresion genética que comprende un aumento de la expresién, en comparacién con
células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto, de uno o mas de los siguientes genes:
hialuronano sintasa 1 (HAS1), proteina GEM de unién a GTP (GEM), proteina fosfatasa 4 de doble especificidad
(DUSP4), anfirregulina (AREG), proteina 1 relacionada con el receptor nuclear (NR4A2), renina (REN), modulador
de elemento sensible a AMPc (CREM), colageno, tipo |, alfa 1 (COL1A1), antigeno 2 relacionado con Fos (FOSL2),
o receptor 4 de quimioquina CXC (CXCR4),

en el que la poblacion de células se obtiene preferentemente a partir de médula 6sea, sangre del cordon umbilical, o
sangre periférica movilizada, o

en el que al menos uno del uno o mas agentes se selecciona preferentemente entre el grupo que consiste en un
potenciador de AMPc, un activador de Gao-s, un agente que se une de forma selectiva al receptor PGE;EP., o
comprende PGE; o uno o un agonista de PGE2R; o PGE2Rs.

11. Una poblaciéon de células que comprende células madre y precursoras hematopoyéticas para su uso en un
método para aumentar el injerto de células madre y precursoras hematopoyéticas en un sujeto, en el que la
poblaciéon de células se puso en contacto ex vivo, a una temperatura de 33 °C a 41 °C, con uno o mas agentes
seleccionados entre el grupo que consiste en: una prostaglandina E; (PGE2) y un agente que tiene actividad de
dmPGE;;

en el que la poblacién de células se puso en contacto con el agente en condiciones suficientes para aumentar el
injerto de las células madre y precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto en comparacion con
células madre y precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto, en el que la poblacion de células es
preferentemente de médula 6sea, sangre del cordon umbilical, o sangre periférica movilizada

en el que el agente es opcionalmente PGE> o un agonista de PGE2R; o PGEzR4, en la que el agonista de PGE2R; o
PGE2R4 es 16,16-dimetil PGE_,

en el que la expresion genética de CXCR4 aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas al menos 5
veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en las células madre o precursoras hematopoyéticas no puestas
en contacto.

12. Una poblaciéon de células que comprende células madre y precursoras hematopoyéticas para su uso en un
método para tratar un sujeto con necesidad de reconstitucion del sistema hematopoyético, en el que

a) la poblacion de células se puso en contacto ex vivo a una temperatura de 33 °C a 41 °C, con uno o mas
agentes seleccionados entre el grupo que consiste en: una prostaglandina E; (PGE2) y un agente que tiene
actividad de dmPGE;;

en el que la poblacion de células se puso en contacto con el agente en condiciones suficientes para aumentar el

injerto de las células madre y precursoras hematopoyéticas puestas en contacto en el sujeto en comparacion con
células madre y precursoras hematopoyéticas no puestas en contacto tratando de ese modo al sujeto con
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necesidad de reconstitucion del sistema hematopoyético,

en el que la poblacidon de células es preferentemente de médula 6sea, sangre del cordédn umbilical, o sangre
periférica movilizada,

en el que el agente es preferentemente PGE, o un agonista de PGE;R, o PGE;R4, en el que el agonista de
PGE2R; 0 PGE;R4 es opcionalmente 16,16-dimetil PGE-,

en el que la expresion genética de CXCR4 aumenta en las células madre o precursoras hematopoyéticas al
menos 5veces en comparacion con la expresion de CXCR4 en las células madre o precursoras
hematopoyéticas no puestas en contacto.

13. La poblacién de células para el uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que el sujeto tiene leucemia
mieldgena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica
cronica (CLL), leucemia mielomonocitica juvenil, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, anemia
aplasica grave, anemia de Fanconi, hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), aplasia pura de glébulos rojos,
amegacariocitosis/trombocitopenia congénita, sindrome de inmunodeficiencia combinada grave (SCID), sindrome de
Wiskott-Aldrich, beta-talasemia mayor, anemia drepanocitica, sindrome de Hurler, adrenoleucodistrofia,
leucodistrofia metacromatica, mielodisplasia, anemia refractaria, leucemia mielomonocitica crénica, metaplasia
mieloide agnogénica, linfohistiocitosis hemofagocitica familiar, o tumores soélidos,

en la que el sujeto tiene opcionalmente cancer de mama, cancer de ovario, cancer cerebral, cancer de prostata,
cancer de pulmén, cancer de colon, cancer de piel, cancer de higado, cancer pancreatico, o sarcoma o en el que el
sujeto recibio opcionalmente quimioterapia o terapia de radiacion ablativa o no mieloablativa de médula ésea o

en la que el sujeto es opcionalmente un donante de médula ésea.

14. La composicién terapéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, para su uso en un método para aumentar la
expansion de células madre y precursoras hematopoyéticas en un sujeto,

en el que el sujeto tiene preferentemente leucemia mieldgena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL),
leucemia mielégena cronica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mielomonocitica juvenil, linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, anemia aplasica grave, anemia de Fanconi, hemoglobinuria
paroxistica nocturna (PNH), aplasia pura de glébulos rojos, amegacariocitosis/trombocitopenia congénita, sindrome
de inmunodeficiencia combinada grave (SCID), sindrome de Wiskott-Aldrich, beta-talasemia mayor, anemia
drepanocitica, sindrome de Hurler, adrenoleucodistrofia, leucodistrofia metacromatica, mielodisplasia, anemia
refractaria, leucemia mielomonocitica crénica, metaplasia mieloide agnogénica, linfohistiocitosis hemofagocitica
familiar, o tumores soélidos, o

en el que el sujeto tiene preferentemente cancer de mama, cancer de ovario, cancer cerebral, cancer de prostata,
cancer de pulmén, cancer de colon, cancer de piel, cancer de higado, cancer pancreatico, o sarcoma, o

en el que el sujeto recibié preferentemente quimioterapia o terapia de radiacion ablativa o no mieloablativa de
médula ésea, o

en el que el sujeto es preferentemente un donante de médula dsea.
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Tiempo después del tratamiento
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