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MEDIO DE EXPANSION PARA CELULAS MADRE CD34-NEGATIVAS

Descripcion

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente U.S. Num. 61/289,796, presentada el 23 de
Diciembre de 2009.

Antecedentes de la invencion

Las células madre humanas no hematopoyéticas que se originan en la médula dsea y la sangre del cordén
umbilical se utilizan cada vez mas como células mesenquimales para las indicaciones regenerativas e
inmunomoduladoras en pacientes. Se han realizado mas de 80 ensayos clinicos en todo el mundo con células

madre mesenquimales.

Casi todos los investigadores usan medio que contiene suero fetal bovino (SFB) como suplemento sérico
estandar. EI SFB es de origen bovino, puede transmitir EET (es decir, encefalopatia espongiforme
transmisible) y estimula respuestas inmunitarias en el receptor. Las autoridades solo autorizan el uso de
ganado libre de EEB en seres humanos (Nueva Zelanda) y los investigadores se dedican a esfuerzos para
desarrollar enfoques alternativos para promover el crecimiento celular. Como las terapias basadas en células

probablemente se utilizaran cada vez mas en los préoximos afios, habra una escasez de SFB.

Algunas compafiias han desarrollado medios sin suero. Sin embargo, estos medios exhiben velocidades de
crecimiento inferiores a la ideal, y la morfologia y las propiedades de las células madre CD34-negativas
derivadas de médula dsea en estos medios no se caracterizan tan extensamente como las de los medios que

contienen SFB.

Los trombocitos humanos (es decir, plaquetas) han sido utilizados por otros investigadores, al igual que el
Plasma Fresco Congelado (PFC), como componentes potenciadores del crecimiento. Las plaquetas y sus
potenciales implicaciones para la medicina regenerativa son revisadas por separado por Stellos y Gawaz, y

por Langer y Gawaz.

Las siguientes ensefianzas especificas en la técnica se observan con respecto a la expansion de células
madre usando plaquetas o PFC. Schallmoser, et al. describe la expansion de células madre mesenquimales
utilizando lisado de plaquetas. Capelli, et al. describe el uso de lisado de plaquetas humanas no filtrado para
expandir y producir células estromales mesenquimales. Kocaoemer, et al. describe el uso de suero AB
humano y plasma rico en plaquetas activado por trombina en células madre mesenquimales en expansion a
partir de tejido adiposo. Muller, et al. describe las condiciones de cultivo sin suero animal para aislar y expandir
células estromales mesenquimales multipotentes de la médula 6sea humana, donde estas condiciones
emplean tanto PFC como plaquetas. Blande, et al. describe la expansion de células madre mesenquimales
del tejido adiposo en un medio sin suero animal suplementado con lisado de plaquetas humanas autélogas
que se ha filtrado de forma estéril. Del mismo modo, Salvade, et al. describe el uso de lisado de plaquetas en

el cultivo de células estromales mesenquimales, en el que el lisado se filtra de forma estéril.
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A pesar del conocido uso de lisado de plaquetas y PFC en el cultivo de células madre mesenquimales, todavia
existe una necesidad insatisfecha de una forma mas rapida, rentable y segura de cultivar tales células de una

manera estable, preservando su capacidad para diferenciarse mas tarde cuando lo deseen.

Descripcion de la invencion

La invencion se refiere a un medio de crecimiento celular que comprende:

a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor que 0,22 um de diametro, en el que el
lisado constituye del 2% al 15% del volumen total del medio de crecimiento celular;

b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 1% al 10% del volumen total del medio de crecimiento
celular;

¢) heparina a una concentracion de 0 U/ml a 10 U/ml del medio de crecimiento celular;

d) L-glutamina a una concentracion de 0,5 mM a 10 mM; y

e) un medio sin suero, bajo en glucosa, adecuado para el crecimiento de células mamiferas, en el que el
medio sin suero y bajo en glucosa constituye del 75% al 97% del volumen total del medio de crecimiento

celular, y puede contener la L-glutamina de la parte (d);

en el que el término PFC se refiere a la porcion fluida de sangre humana que se ha centrifugado, separado y
solidificado a -18 °C dentro de un plazo de 6 horas desde la recoleccién; en donde el medio de crecimiento
celular permite la expansién de células madre CD34-negativas humanas y en el que las células madre CD34-

negativas expandidas resultantes retienen la capacidad de diferenciarse.
Esta invencion también proporciona un suplemento de medio de crecimiento celular que comprende:

(a) lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor que 0,22 ym de diametro, en el que el lisado
constituye del 17% al 94% del volumen total del suplemento de medio de crecimiento celular; y

(b) filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 6% al 83% del volumen total del suplemento de medio

de crecimiento celular.

Esta invencion divulga ademas un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor que 0,22 ym de

didmetro, en el que el lisado de plaquetas se prepara de acuerdo con las siguientes etapas:

(i) congelar concentrado de plaquetas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(i) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar la materia sélida en su interior;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante una duraciéon adecuada
para sedimentar la materia sélida en su interior; y

(v) filtrar el sobrenadante de la etapa (iv) al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente,
donde la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 0,8 um, y la ultima filtracién se

realiza usando un filtro que tiene poros no mayores que 0.22 ym.
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Esta invencion divulga ademas un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida

mayor de 0,22 ym de diametro, en el que el filtrado de PFC se prepara segun las siguientes etapas:

(i) descongelar PFC;

(ii) centrifugar el PFC descongelado a una velocidad y durante una duraciéon adecuada para separar las
porciones liquida y sélida del mismo; y

(iii) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente, donde
la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 um y la ultima filtracién se realiza usando

un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 pm.

También se proporciona un kit adecuado para su uso en la expansion de células madre CD34-negativas

humanas que comprende, en compartimentos separados:

(a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de didmetro, y
(b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia solida mayor de 0,22 pm de

diametro,

en donde (i) el lisado constituye del 17% al 94% del volumen combinado de (a) y (b) y (ii) el filtrado PFC
constituye del 6% al 83% del volumen combinado de (a) y (b).

Esta invencion también proporciona una composicion de materia que comprende (a) células madre CD34-

negativas humanas y (b) cualquiera de las realizaciones del sustrato de crecimiento celular en cuestion.

Esta invencion proporciona ademas un método para fabricar un lisado de plaquetas humano libre de materia

sélida mayor de 0,22 pym de didmetro, que comprende las siguientes etapas:

(i) congelar concentrado de plaquetas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(i) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar la materia sélida en su interior;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante una duraciéon adecuada
para sedimentar la materia sélida en su interior; y

(v) filtrar el sobrenadante de la etapa (iv) al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente,
donde la primera filtracidn se realiza usando un filtro que tiene poros de 0,8 um, y la ultima filtracion se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores que 0,22 pm.

Esta invencion proporciona ademas un método para preparar un filtrado de plasma fresco congelado (PFC)

humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de diametro, que comprende las siguientes etapas:

(i) descongelar PFC;

(i) centrifugar el PFC descongelado a una velocidad y durante una duracion adecuada para separar las
porciones liquida y sélida del mismo; y

(iiii) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamario de poro decreciente, donde
la primera filtracién se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 um y la dltima filtracion se realiza usando

un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 ym.
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Esta invencion también proporciona un método para fabricar un medio de crecimiento celular que comprende

la etapa de combinar lo siguiente:

(a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 um de diametro, en el que el lisado
constituye del 2% al 15% del volumen total del medio de crecimiento celular;

(b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 um de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 1% al 10% del volumen total del medio de crecimiento
celular;

(c) heparina en una cantidad suficiente para producir una concentracién de 0 U/ml a 10 U ml del medio de
crecimiento celular;

(d) L-glutamina en una cantidad suficiente para producir una concentracién de 0,5 mM a 10 mM; y

(e) un medio sin suero, bajo en glucosa, adecuado para el crecimiento de células mamiferas, en el que el
medio sin suero y bajo en glucosa constituye del 75% al 97% del volumen total del medio de crecimiento
celular, y puede contener la L-glutamina de la parte (d);

en el que el PFC se obtiene de la porcion fluida de sangre humana que se ha centrifugado, separado y

solidificado a -18 °C dentro de un plazo de 6 horas desde la recoleccion;

en donde el medio de crecimiento celular permite la expansion de células madre CD34-negativas humanas y

en el que las células madre CD34-negativas expandidas resultantes retienen la capacidad de diferenciarse.

Esta invencién proporciona un método para expandir una poblacion de células madre CD34-negativas
humanas que comprende la etapa de incubar las células madre a una temperatura adecuada en el medio de

crecimiento celular en cuestion.

Esta invencion también proporciona una célula madre humana CD34-negativa (i) que tiene la capacidad de
diferenciarse, y (ii) resulta de una expansion de una poblacion de células madre humanas CD34-negativas,
en donde la expansién comprende incubar la poblacion de células madre a una temperatura adecuada en el

medio de crecimiento celular en cuestion.

Finalmente, esta invencion proporciona una poblacion de células madre humanas negativas para CD34 (i)
que tienen la capacidad de diferenciarse, y (ii) resultantes de una expansién de una poblacién de células
madre CD34-negativas humanas, en las que la expansion comprende la incubacion de la poblacion de células

madre a una temperatura adecuada en el medio de crecimiento celular en cuestion.

Breve descripcion de la figuras

Figura 1
Tiempo de duplicacién de MSCs en medios de diferentes composiciones.

Figura 2
Tasa de proliferacién de MSC en diferentes medios.

Figura 3
Dinamica del crecimiento de MSC en Bio-1.

Figura 4
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Expresion de proteinas de superficie especificas de MSC.

Figura 5
Analisis de la poblacion de MSC por citometria de flujo. Panel izquierdo: MSCs cultivadas en IMDM + 20%

PFC; panel derecho: MSCs cultivadas en Bio-1.

Figura 6
Diferenciacion inducida del crecimiento de MSC en Bio-1.

Figura 7
Tiempo de duplicacion (dias) de MSCs. Rojo (barras 4-6): tiempo de duplicacion de las MSCs incubadas con

PFC filtrado a través de al menos un filtro de 40 um o filtros con un tamafio de poro mas pequefio. Azul (barras

1-3): tiempo de duplicacién de MSC incubadas con PFC que no se filtrd o se filtré solo a través de 100 um.

Figura 8
Cantidad de duplicaciones logradas después de 12 dias. Rojo (barras 4-6): duplicaciones logradas por MSCs

incubadas con PFC filtrado a través de un filtro de al menos 40 um o filtros con un tamafo de poro mas
pequefio. Azul (barras 1-3): duplicaciones logradas por MSCs incubadas con PFC que no se filtr6 o se filtrd

solo a través de 100 pm.

Figura 9
El analisis microscépico se realizé después de 4 dias de cultivo. Filtrado de PFC a través de filtros 40 um, 40

pum o 0,22 ym aumentaron significativamente la tasa de crecimiento de las MSCs. El filtrado a través de 100

pum mejord el rendimiento sélo ligeramente.

Figura 10
Tiempo de duplicacién (dias) de MSCs. El tiempo de duplicacion de las MSC cultivadas en medio con PFC

pasado a través de un filtro de 40 um (rojo, barras 4-7) es aproximadamente la mitad que las MSCs incubadas

con PFC sin filtrar (azul; barras 1-3).

Figura 11
Analisis microscopico después de 9 dias de cultivo. MSCs de pasajes tardios se utilizaron para este analisis,

lo que explica un tiempo de duplicaciéon largo y una morfologia aplanada tipica de MSCs senescentes
(imagenes 1-4). Sin embargo, la incubacién en medio con PFC filtrado no solo aumenté la tasa de crecimiento

celular, sino que también mejoré la morfologia de las células (imagenes 5-8).

Figura 12
Control del crecimiento de MSC con diferentes preparaciones de TK y PFC. TK y PFC se sometieron a

diferentes etapas de filtracion. Las fotografias microscépicas muestran el crecimiento celular después de 7
dias de cultivo. El medio preparado con TK y PFC ambos filtrados a través de filtros de 40 ym y 0,20 ym
proporcioné el crecimiento de MSC mas eficiente (muestra 2), también cuando el medio resultante se filtré
nuevamente a través de 0,20 uym (muestra 5). En todos los casos, el crecimiento celular se promovid

suficientemente.

Figura 13
Anadlisis de CD41*en MSCs cultivadas en Bio-1 preparadas con diferentes etapas de filtracion. Las MSC de

los donantes AP00029, AP00042 y AP00045 se usaron para el analisis. (A) 1- control; 2 - TK 0,8 um /0,2 pm
+PFC;3-TK+PFC0,8 ym/0,2 ym; 4 - TK 0,8 ym /0,2 ym + PFC 0,8 um /0,2 ym. (B) 1- control; 2 - TK 8
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pm + PFC; 3-TK + PFC 8 ym; 4 - TK 8 ym + PFC 8 ym. (C) 1- control; 2-TK 8 um /0,8 ym /0,2 ym + PFC;
3-TK+PFC8puym /0,8 um /0,2 ym; 4 -TK8 ym /0,2 ym + PFC 8 um /0,8 ym /0,2 ym. (D) 1 - control; 2 -
TK0,8 ym /0,2 um + PFC 0,8 um /0,2 ym + Bio-1 0,8 yum /0,2 ym; 3-TK8 ym /0,8 um /0,2 um + PFC 8
pm /0,8 um/ 0,2 ym + Bio-1 0,8 um /0,2 ym.

Figura 14
Anadlisis del crecimiento de MSC en Bio-1 con (1) PFC estandar y (2) PFC sin crioprecipitado.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencion proporciona un nuevo medio de crecimiento que permite la expansién inesperadamente rapida
de células madre CD34-negativas humanas. Sin embargo, las células madre expandidas no se diferencian
hasta que de otro modo se las induce a hacerlo. Por lo tanto, el medio de crecimiento de esta invencion, y sus
métodos relacionados, constituyen una mejora significativa en la capacidad para generar rapida, segura y
econémicamente numeros clinicamente significativos de células madre CD34-negativas para uso en el

tratamiento de enfermedades.
Especificamente, esta invencién proporciona un medio de crecimiento celular que comprende:

(a) un lisado de plaquetas humanas (es decir, trombocitos) libre de materia soélida mayor que 0,22 um de
diametro, en el que el lisado constituye del 2% al 15% del volumen total del medio de crecimiento celular;

(b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia solida mayor de 0,22 pm de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 1% al 10% del volumen total del medio de crecimiento
celular;

(c) heparina a una concentraciéon de 0 U/ml a 10 U/ml del medio de crecimiento celular;

(d) L-glutamina a una concentracion de 0,5 mM a 10 mM; y

(e) un medio sin suero, bajo en glucosa, adecuado para el crecimiento de células mamiferas, en el que el
medio sin suero y bajo en glucosa constituye del 75% al 97% del volumen total del medio de crecimiento

celular, y puede contener la L-glutamina de la parte (d);

en el que el término PFC se refiere a la porcion fluida de sangre humana que se ha centrifugado, separado y
solidificado a -18 ° C dentro de un plazo de 6 horas de la recoleccion; en donde el medio de crecimiento
celular permite la expansién de células madre CD34-negativas humanas y en el que las células madre CD34-

negativas expandidas resultantes retienen la capacidad de diferenciarse.

Las siguientes son algunas de las realizaciones preferidas de este medio de crecimiento celular: (i) el lisado
constituye del 3% al 8%, del 5% al 7%, y preferiblemente 6%, del volumen total del medio de crecimiento
celular; (ii) el filtrado de PFC constituye del 2% al 7%, del 4% al 6%, y preferiblemente 5%, del volumen total
del medio de crecimiento celular; (iii) la heparina esta en una concentracién de 0,8 U/ml a 1,2 U/ml, y
preferiblemente 1 U/ml, del medio de crecimiento celular; (iv) L-glutamina esta en una concentracion de 0,5
mM a 10 mM, y preferiblemente 2 mM; y (v) el medio sin suero, con bajo contenido de glucosa (1 mg/ml) es
DMEM (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco) bajo en glucosa y que contiene L-glutamina y constituye

del 85% al 93%, del 87% al 91%, y preferiblemente 89%, del volumen total del medio de crecimiento celular.

En una realizacion preferida adicional, las células madre CD34-negativas expandidas tienen el fenotipo CD34-
/CD457 CD73*/CD105*/CD90*. Por este fenotipo, se entiende que los marcadores CD34 y CD45 aparecen
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en 0% £ 10% (y preferiblemente £ 0,5%) de células expandidas tras la prueba de tales marcadores (usando,
por ejemplo, analisis de citometria de flujo). Del mismo modo, los marcadores CD73, CD105 y CD90 aparecen

en 100% * 10% (y preferiblemente £ 0,5%) de células expandidas tras la prueba de tales marcadores.

Como se usa en el presente documento, "célula madre CD34-negativa" significara una célula madre que
carece de CD34 en su superficie. Las células madre CD34-negativas pueden derivarse de tejidos tales como
hueso, cordén umbilical y tejido adiposo, por ejemplo. Las células madre CD34-negativas, y los métodos para
aislarlas, se describen, por ejemplo, en Lange C. et al.,, Accelerated and safe expansién of human
mesenchymal stromal cells in animal serum-free medium for transplantation and regenerative medicine. J.
Cell Physiol. 25 Abril del 2007. [Epub antes de impresion].

En una realizacion de la invencion, el término plasma fresco congelado (PFC) se refiere a la porcion liquida
de sangre humana que se ha congelado y conservado. En particular, el término PFC, en una realizacion, se
refiere a la porcion fluida de sangre humana que se ha centrifugado, separado y solidificado a -18 °C dentro
de un plazo de 6 horas desde la recoleccion.

El medio sin suero y bajo en glucosa adecuado para el crecimiento de células mamiferas puede comprender,
por ejemplo, diversos aminoacidos, vitaminas, sales y otros compuestos. En la realizacion preferida de la
invencion, el medio sin suero y bajo en glucosa es (DMEM) bajo en glucosa, que también puede incluir L-
glutamina. A continuacion, en las Tablas 1 y 2, como ejemplos, se encuentran dos formulaciones de medio

de crecimiento casi idénticas.

Tabla 1

Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) Glucosa Baja
DMEM contiene, mg/ml:

Sales inorganicas:

0,0002 mg CacCl

0,0001 mg Fe(NO3)x9H20
0,0004 mg KCI

0,0000977 mg MgSO4

0,0064 mg NaCl

0,000125 mg NaH2PO4 x 2 H20
0,0037mg NaHCO3

Aminoacidos:

0,000084 mg L-Arginina x HCI
0,000048 mg L-Cistina
0,000584 mg L-Glutamina
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(continuacién)
Aminoacidos:

0,000030 mg Glicina
0,000042 mg L-Histidina x HCI x H20
0,000105 mg L-Isoleucina
0,000105 mg L-Leucina
0,000146 mg L-Lisina x HCI
0,00003 mg L-Metionina
0,000066 mg L-Fenilalanina
0,000042 mg L-Serina
0,000095 mg L-Treonina
0,000016 mg L-Triptéfano
0,000072 mg L-Tirosina
0,000094 mg L-Valina

Vitaminas:

0,000004 mg D-Pantotenato-Calcico
0,000004 mg Cloruro de colina
0,000004 mg Folato

0,0000072 mg Mioinositol

0,000004 mg Nicotinamida
0,000004 mg Piridoxal x HCI
0,0000004 mg Riboflavina

0,000004 mg Tiamina x HCI

Otros componentes:

0,001 mg D-Glucosa
0,000015 mg Rojo de fenol
0,00011 mg Piruvato sddico
0,9862567 mg H20

Agua:

0,9862567 mg

Tabla 2

Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)

Glucosa baja
Férmula compuesto mg/L

Parte A: Sales inorganicas

Cloruro de calcio (anhidro) 200,00
Nitrato de hierro 0,10
Sulfato magnésico 200,00
Cloruro potasico 400,00
Bicarbonato sédico 3700,00
Cloruro soédico 6400,00
Fosfato sddico, H20 125,00
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(continuacién)

Parte B: Otros componentes

D-Glucosa 1000.00 1000,00
Rojo de fenol 15.00 15,00
Piruvato sédico 110.00 110,00

Parte C: Aminoacidos

84,00

48,00
L-Hidrocloruro de arginina 224080
L-Cistina 42’00
L-Glutamina 10’5 00
Glicina 105’00
L-Clorhidrato de histidina 146,00
L-Isoleucina 30 dO
L-Leucina 66’00
L-Lisina HCI 42’00
L-Metionina 95’00
L-Fenilalanina 16’00
L-Serina 72’00
L-Treonina 94’00
L-Triptéfano ’
L-Tirosina
L-Valina
Parte D: Vitaminas

4,00
D-Pantotenato calcico 4,00
Cloruro de colina 7,20
i-Inositol 4,00
Nicotinamida 4,00
Clorhidrato de piridoxina 4,00
Clorhidrato de tiamina 4,00
Acido félico 0,40
Riboflavina

[pH 7,0 Osmolaridad: 324-333 mOsm]

Las plaquetas humanas (es decir, trombocitos) se pueden obtener a partir de sangre completa o de aféresis.
Las plaquetas se pueden derivar de un solo donante o donantes agrupados combinados. En la realizaciéon
preferida, se usa aféresis de unico donante. Del mismo modo, el PFC puede derivarse de sangre total o de
aféresis. Preferiblemente, la aféresis se usa para preparar PFC. El concentrado de plaquetas, asi como el
concentrado de PFC, pueden prepararse de acuerdo con métodos rutinarios, como los descritos en "Guide to
the preparation, use and quality assurance of blood components", Council of Europe, Recommendation; y

"Transfusionsgesetz and Richtlinien zur Hamotherapie" (Alemania).

En una realizacion preferida, la unidad de plaquetas utilizada tiene las siguientes caracteristicas: el volumen
es de 200-300 ml; el contenido de trombocitos es de 2-4 x 10'! /unidad; contenido de eritrocitos es < 3 x 10°
/unidad; el contenido de leucocitos es < 1 x 10® /unidad de plaquetas; y el donante es negativo para
anticuerpos anti-HLA (importante para evitar complicaciones inmunitarias). Estas son las caracteristicas

segun la licencia del fabricante. También se pueden usar otras unidades de plaquetas.
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En la realizacion preferida del medio de crecimiento celular en cuestion, el lisado de plaquetas de la parte (a)

se prepara de acuerdo con los siguientes pasos:

(i) congelar concentrado de plaquetas humanas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(ii) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar la materia sélida en su interior;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante una duraciéon adecuada
para sedimentar la materia sélida en su interior; y

(v) filtrar el sobrenadante de la etapa (iv) al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente,
donde la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 0,8 ym, y la Ultima filtracién se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores que 0.22 um.
En una realizacion de esta invencion, la etapa de filtracion (v) se omite.

En una realizacion, el concentrado de plaquetas humanas de la etapa (i) se prepara mediante: centrifugacion
de plaquetas vy, por lo tanto, granulacion de las mismas; separacién de las plaquetas peletizadas de la fase

liquida; y reconstitucion de las plaquetas resultantes en PFC.

Las siguientes son ciertas realizaciones preferidas adicionales de este proceso para preparar el lisado de
plaquetas: el concentrado de plaquetas humanas congeladas se realiza entre - 20 y - 80 °C, y preferiblemente
a - 80 °C; la descongelacion de las plaquetas lisadas se realiza entre 18 y 37 °C, y preferiblemente a 37 °C;
la centrifugacion de las plaquetas lisadas descongeladas se realiza a entre 9.000 x g y 55.000 x g, y
preferiblemente a 10.000 x g, durante entre 10 y 20 minutos, y preferiblemente 20 minutos; la recentrifugacion
del sobrenadante de la etapa (iii) se realiza entre 3.000 x gy 5.000 x g, y preferiblemente a 4.000 x g, durante
10 minutos; y el filtrado del sobrenadante de la etapa (iv) se realiza tres veces usando filtros de tamafio de

poro decreciente, concretamente 40 um £ 5 uym, 5 ym £ 1 ymy 0,22 pm.

Las plaquetas reconstituidas pueden someterse luego a la etapa (i) mencionada anteriormente, la etapa de
congelacion. Tal procedimiento puede lograr una buena compatibilidad del grupo sanguineo entre los
antigenos del grupo sanguineo y las isoaglutininas en el plasma. El PFC usado para reconstituir las plaquetas

en el paso (ic) puede prepararse de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos a continuacion.

Ademas, en la realizacion preferida del medio de crecimiento celular sujeto, el filtrado de PFC de la parte (b)

se prepara de acuerdo con los siguientes pasos:

(i) descongelar PFC humano;

(i) centrifugar el PFC descongelado a una velocidad y durante una duracion adecuada para separar las
porciones liquida y sélida del mismo; y

(iii) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente, donde
la primera filtracién se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 um y la dltima filtracion se realiza usando

un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 pm.
En una realizacién de esta invencion, se omite la etapa de filtrado (iii).

En otra realizacion de esta invencion, el filtrado de PFC de la parte (b) se prepara por: (i) descongelacion del
PFC humano (ii) congelado del PFC humano descongelado; (iii) descongelacién del PFC humano resultante;

y (iv) centrifugacion del PFC descongelado resultante a una velocidad y durante una duracion adecuada para
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separar las porciones liquida y soélida del mismo. Preferiblemente, el PFC descongelado de la etapa (iii) se
congela y se descongela al menos una vez mas antes de la etapa de centrifugacion (iv). Ademas, en una

realizacién, se omite una filtracion de la parte liquida resultante de la etapa (iv).

Las siguientes son ciertas realizaciones preferidas de este proceso para preparar el filtrado de PFC: la
descongelacion del PFC se realiza a entre 18 y 37 °C, y preferiblemente a 37 °C; la centrifugacion del PFC
descongelado se realiza a entre 9.000 x g y 55.000 x g, y preferiblemente a 10.000 x g, durante entre 10 y 20
minutos, y preferiblemente 20 minutos; y el filtrado de la porcién liquida de la etapa (ii) se realiza tres veces

usando filtros de tamafo de poro decreciente, concretamente 40 um £ 5 um, 5 uym =1 ymy 0,22 pm.

Idealmente, el medio de crecimiento celular en cuestion esta libore de suero animal. Esto reduce las

complicaciones que pueden surgir cuando se introducen antigenos no humanos en un sujeto humano.

Preferiblemente, en el medio de crecimiento celular en cuestién, el lisado de plaquetas y el filtrado de PFC se
corresponden con respecto a los antigenos de grupo sanguineo ABO y Rh. Es decir, el lisado de plaquetas y
el filtrado de PFC se derivan preferiblemente de sujetos que tienen estos mismos antigenos de grupo
sanguineo (por ejemplo, tanto el lisado como el filtrado se derivan de sujetos O*/ Rh*). Este tema se analiza

con mas detalle a continuacion.
Esta invencion también proporciona un suplemento de medio de crecimiento celular que comprende:

(a) lisado de plaquetas humano libre de materia so6lida mayor que 0,22 ym de diametro, en el que el lisado
constituye del 17% al 94% del volumen total del suplemento de medio de crecimiento celular; y

(b) filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de diametro,
en el que el filtrado de PFC constituye del 6% al 83% del volumen total del suplemento de medio de

crecimiento celular.

Este suplemento de medio de crecimiento celular se usa de hecho como un "concentrado” para la adicién a
un medio de crecimiento estandar como DMEM. Por lo tanto, el suplemento preferiblemente produce las
concentraciones preferidas de lisado de plaquetas y filtrado de PFC discutido anteriormente (por ejemplo, el

lisado de plaquetas y el filtrado de PFC constituyen 54,5% y 45,5% del suplemento, respectivamente).

En una realizacion, el suplemento de medio de crecimiento celular en cuestion comprende adicionalmente

heparina.

Preferiblemente, en el suplemento del medio de crecimiento celular sujeto, el lisado de plaquetas de la parte
(a) se prepara de acuerdo con los siguientes pasos:

(i) congelar concentrado de plaquetas humanas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(i) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar la materia sélida en su interior;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante una duracién adecuada
para sedimentar la materia sélida en su interior; y

(v) filtrar el sobrenadante de la etapa (iv) al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente,
donde la primera filtracién se realiza usando un filtro que tiene poros de 0,8 mm, y la dltima filtracion se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores que 0,22 pm.

En una realizacion de esta invencion, se omite la etapa de filtrado (v).
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También se prefiere en el suplemento de medio de crecimiento celular sujeto, el filtrado de PFC de la parte

(b) se prepara de acuerdo con los siguientes pasos:

(i) descongelar PFC humano;

(ii) centrifugar el PFC descongelado a una velocidad y durante una duraciéon adecuada para separar las
porciones liquida y sélida del mismo; y

(iii) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente, donde
la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 um y la ultima filtracién se realiza usando

un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 pm.
En una realizacion de esta invencién, se omite la etapa de filtrado (iii).

Como con todas las realizaciones del medio de crecimiento sujeto, el suplemento de medio de crecimiento

celular idealmente también esta libre de suero animal.

También se prefiere en el suplemento de medio de crecimiento celular en cuestidn el hecho de que el lisado
de plaquetas vy el filtrado de PFC coincidan con respecto a los antigenos de grupo sanguineo ABO y Rh. De

nuevo, esto es como se discutié anteriormente con respecto al medio de crecimiento del sujeto.

Esta invencion describe ademas un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de

diametro, en donde el lisado de plaquetas se prepara de acuerdo con los siguientes pasos:

(i) congelar concentrado de plaquetas humanas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(i) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar la materia sélida en su interior;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante una duraciéon adecuada
para sedimentar la materia sélida en su interior; y

(v) filtrar el sobrenadante de la etapa (iv) al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente,
donde la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 0,8 ym, y la Ultima filtracion se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores que 0,22 pm.
En una realizacién de esta invencion, se omite la etapa de filtracién (v).

Esta invencion divulga aun mas un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida

mayor de 0,22 um de diametro, en el que el filtrado de PFC se prepara segun las siguientes etapas:

(i) descongelar PFC humano;
(ii) centrifugar el PFC descongelado a una velocidad y durante un tiempo adecuados para separar las partes
liquida y sdlida en el mismo; y
(iii) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filiros de tamario de poro decreciente, en
donde la primera filtracién se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 ym y la ultima filtracion se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 ym.

También se proporciona un kit adecuado para usar en la expansion de células madre CD34-negativas

humanas que comprende, en compartimentos separados:

(a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de diametro, y
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(b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de

diametro,

en donde (i) el lisado constituye del 17% al 94% (y preferiblemente el 54,5%) del volumen combinado de (a)

y (b) y (ii) el filtrado de PFC constituye de 6% a 83% (y preferiblemente 45,5%) del volumen combinado de (a)
y (b).

En una realizacion del kit en cuestion, el kit comprende, en compartimentos separados:

(a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de diametro,
(b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 pym de
diametro, y

(c) heparina,

en donde (i) el lisado constituye de 17% a 94% (y preferiblemente 54,5%) del volumen combinado de (a) - (c)
y (i) el filtrado de PFC constituye de 6% a 83% (y preferiblemente 45,5% ) del volumen combinado de (a) -

().

Esta invencion también proporciona una composicion de materia que comprende (a) células madre CD34-

negativas humanas y (b) cualquiera de las realizaciones del sujeto del medio de crecimiento celular.

En el caso de que esta composicion de medio y células madre se administre a un sujeto, tal como se prevé
en esta invencion, se prefiere que la composicion sea inmunocompatible con el tipo de sangre del paciente.
A este respecto, existen varias realizaciones preferidas en relacion con el uso clinico de la composicion de
materia instantanea. En el primero, el lisado de plaquetas es de tipo O (donante universal), el filirado PFC es
de tipo AB (donante universal) y la composicién se administra a un paciente que tiene cualquier tipo de sangre
(es decir, O, A, B o AB). En la segunda realizacién preferida, el lisado de plaquetas, el filtrado de PFC y los
pacientes tienen todos el mismo tipo de sangre. En la tercera realizacion preferida, el filtrado de PFC es de
tipo AB, y el tipo de lisado de plaquetas y el tipo de paciente son iguales y pueden ser de cualquier tipo
sanguineo (por ejemplo, el filtrado de PFC es de tipo AB y el tipo de lisado de plaquetas y el tipo de paciente
son Q). Finalmente, si el paciente es del tipo O, el PFC utilizado puede ser de cualquier tipo de sangre. Con
respecto al factor Rh, se prefiere, pero no es necesario, que el tipo de paciente coincida con el del filtrado de
PFC y el lisado de plaquetas.

Esta invencidon proporciona ademas un método para fabricar un lisado de plaquetas humano libre de materia

sélida mayor de 0,22 ym de didmetro, que comprende las siguientes etapas:

(i) congelar concentrado de plaquetas humanas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(i) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar la materia sélida en su interior;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante una duraciéon adecuada
para sedimentar la materia sélida en su interior; y (v) filtrar el sobrenadante de la etapa (iv) al menos dos
veces usando filtros de tamafio de poro decreciente, donde la primera filtracién se realiza usando un filtro que

tiene poros de 0,8 um, y la ultima filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 pm.

En una realizacién de esta invencion, se omite la etapa de filtrado (v).
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Esta invencion proporciona ademas un método para preparar un filtrado de plasma fresco congelado (PFC)

humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de diametro, que comprende las siguientes etapas:

(i) descongelar PFC humano;
(i) centrifugar el PFC descongelado a una velocidad y durante un tiempo adecuados para separar las partes
liquida y sdlida en el mismo; y
(iii) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente, en
donde la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 um y la Ultima filtracidn se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 uym.

Alternativamente, el filtrado de PFC de la parte (b) del medio de crecimiento celular se prepara de acuerdo
con los siguientes pasos: (i) descongelar PFC humano; (ii) congelar el PFC humano descongelado; (iii)
descongelar el PFC humano del paso (ii); y (iv) centrifugar el PFC descongelado de la etapa (iii) a una

velocidad y durante una duracién adecuada para separar las porciones liquida y sélida de la misma.

Durante el método de preparacion del PFC, el PFC descongelado de la etapa (iii) se puede congelar y
descongelar al menos una vez mas antes de la etapa de centrifugacion (iv). En particular, el PFC se puede
congelar a una temperatura inferior o igual a - 35 °C y ademas se puede descongelar a temperaturas de 5 °C
+ 3 °C durante la noche, lo que da como resultado la aglomeracién de factores, que normalmente conducirian

a una aglutinacion de MSCs cultivadas.

En una realizacion adicional de este método de la invencién, la etapa de centrifugacion puede realizarse a

4.000 x g durante al menos 10 minutos para precipitar los factores aglomerados mencionados anteriormente.

Cuando se usan las etapas de descongelacion y congelacién como se describié anteriormente, se puede
omitir una etapa de filtrado de la porcion liquida que resulta de la etapa de centrifugacion (iv). El tiempo de
duplicacion de MSCs cultivadas en el medio preparado utilizando el PFC pretratado a través del paso de
eliminacion de crioprecipitado es comparable al tiempo de duplicacién en el medio preparado mediante el
paso de filtracion del componente de PFC. Esta invencion también proporciona un método para fabricar un

medio de crecimiento celular que comprende la etapa de combinar lo siguiente:

(a) lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor que 0,22 ym de diametro, en el que el lisado
constituye del 2% al 15% (y preferiblemente 6%) del volumen total del medio de crecimiento celular;

(b) filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano exento de materia solida mayor de 0,22 um de
diametro, donde el filtrado de PFC constituye del 1% al 10% (y preferiblemente 5%) del volumen total del
medio de crecimiento celular;

(c) heparina en una cantidad suficiente para producir una concentracion de 0 U/mla 10 U/ml (y preferiblemente
1 U/ml) del medio de crecimiento celular;

(d) L-glutamina en una cantidad suficiente para producir una concentracion de 0,5 mM a 10 mM; y

(e) un medio sin suero, bajo en glucosa, adecuado para el crecimiento de células de mamifero, en el que el
medio sin suero y bajo en glucosa constituye de 75% a 97% (y preferiblemente 89%) del volumen total del

medio de crecimiento celular, y puede contener la L-glutamina de la parte (d);

en el que el PFC se obtiene de la porcion fluida de sangre humana que se ha centrifugado, separado y
solidificado a -18 °C dentro de las 6 horas de la recoleccion;

en donde el medio de crecimiento celular permite la expansion de células madre CD34-negativas humanas y

en el que las células madre CD34-negativas expandidas resultantes retienen la capacidad de diferenciarse.
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Esta invencién proporciona un método para expandir una poblacién de células madre humanas CD34-
negativas que comprende la etapa de incubar las células madre a una temperatura adecuada en el medio de
crecimiento celular en cuestion. Preferiblemente, la temperatura adecuada estd entre 36 y 38 °C, y

preferiblemente a 37 °C.

Esta invencion también proporciona una célula madre humana CD34-negativa (i) que tiene la capacidad de
diferenciarse, y (ii) resulta de una expansién de una poblacién de células madre CD34-negativas humanas,
en donde la expansién comprende incubar la poblacién de células madre a una temperatura adecuada en el

medio de crecimiento celular sujeto.

Finalmente, esta invencion proporciona una poblacion de células madre CD34-negativas humanas (i) que
tienen la capacidad de diferenciarse, y (ii) resultantes de una expansién de una poblacién de células madre
CD34-negativas humanas, en donde la expansién comprende la incubacién de la poblacién de células madre

a una temperatura adecuada en el medio de crecimiento celular en cuestion.

Esta invencion se entendera mejor con referencia a los datos experimentales que siguen, pero los expertos
de la materia apreciaran facilmente que los experimentos especificos detallados son solo ilustrativos de la

invencion como se describe mas completamente en las reivindicaciones que siguen a continuacion.

Datos Experimentales

A. Preparacion y uso de materiales relacionados con células madre

Plasma fresco congelado (producto medicinal)

El plasma congelado fresco es un componente de plasma humano usado para transfusion o procesos de
fraccionamiento adicionales y preparado por sangre completa o por plasma recogido por aféresis. El PFC
contiene niveles plasmaticos normales de factores de coagulacion estables, albumina e inmunoglobulinas.

Los factores de coagulacién labiles incluyen Factor Vllic.

La pureza del PFC se consigue mediante recogida mediante aféresis. Las pruebas de anticuerpos HLA y HPA
se pueden realizar en donantes individuales para reducir el posible riesgo de aloinmunizacion. Se usa plasma

compatible con ABO (AB Rh* como donador universal o compatible ABO).

El PFC se usa para la expansién de MSCs en una concentracion muy baja durante el cultivo. Para disminuir
aun mas el riesgo de transmisién de patégenos, los donantes de PFC se prueban idealmente para detectar

patdégenos y se inmunizan contra la hepatitis B.

El riesgo de aloinmunizacién del paciente y la transmisiéon de patdgenos se ve reducido por las medidas

descritas.

Lisado de trombocitos (derivado de plaquetas: producto medicinal)

El lisado de trombocitos se deriva de plaquetas obtenidas por aféresis, idealmente de un solo donante. La
unidad de plaquetas aplicada esta libre de eritrocitos contaminantes y contiene un ndmero muy bajo de
leucocitos (< 105 /unidad). El lisado de plaquetas consiste en un lisado libre de células que soporta el
crecimiento y la pureza de las MSC de manera significativa. 1 ml del lisado corresponde a 6,5 x 108 — 2,0 x
10° plaquetas.
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El posible riesgo de aloinmunizacion se reduce mediante el uso de productos de aféresis de Unico donante
pobre en leucocitos. Aunque las unidades de plaquetas no contienen eritrocitos (o contienen solo cantidades

muy bajas), solo se usan plaquetas O Rh* o unidades combinadas.

El posible riesgo de transmisién de patégenos se reduce mediante el uso de plaquetas de donante Unico y la
prueba de CMV. Se pueden realizar pruebas adicionales para patégenos como Parvo B19, EBV o
toxoplasmosis si se desea.

B. Desarrollo y prueba de la composicion de Bio-1 (es decir, medios que contienen lisado de plaquetas
y filtrado de PFC)

Se compard el cultivo de MSC en las siguientes condiciones: (a) IMDM + 20% de SBF como estandar; (b)
DMEM bajo en glucosa suplementado con 3% de lisado de plaquetas (= TK) y 5% de PFC; y (c) DMEM bajo
en glucosa complementado con 6% de lisado de plaquetas (= TK) y 5% de PFC.

Tasa de proliferacion MSC

Las tasas de proliferacion de MSCs de cuatro donantes se examinaron en las tres condiciones elegidas. Las
MSC se cultivaron y pasaron en la misma densidad inicial y se determind la velocidad de proliferacion durante

el paso de cada etapa.

El tiempo de duplicacion se calculéd como Td =t * log (2) / log (q2/q1), donde Td es el tiempo de duplicacion,

g1 - cantidad de células iniciales, g2 - cantidad de células finales, t - duracion del cultivo, dias.

La Figura 1 muestra el tiempo requerido para una duplicacion de MSC en las tres condiciones examinadas.
Las MSCs cultivadas en medio que contiene SBF muestran un mayor tiempo de duplicacion (2,886 + 0,43
dias) que las MSC cultivadas en DMEM + 6% de TK y 5% de PFC (1,78 + 0,23 dias). La velocidad de
crecimiento de las MSCs cultivadas con menos lisado de plaquetas (DMEM + 3% TKy 5% PFC) es intermedia
entre las dos (2,4 + 0,32 dias). Esta diferencia es estadisticamente significativa entre IMDM + 20% de SBF y

DMEM + 6% de TK'y 5% de PFC y se evalla una tendencia reproducible cuando se comparan los tres medios.

La tasa de proliferacion de las MSCs en medios que contienen TK normalizados a la del medio que contiene

SBF se representa en la Figura 2.

La composicion del medio DMEM + 6% de TK y 5% de PFC (denominado Bio-1) se eligid para un analisis
detallado adicional.

La expansion de MSCs en Bio-1 se estudi6 durante un periodo de cultivo prolongado. Las células de la médula
Gsea eran cultivadas en Bio-1 (10 donantes) o en IMDM + 20% de SBF (6 donantes) y se obtuvo un cultivo
puro de MSC (confirmado por los ensayos que se muestran a continuacion). Las células se cultivaron hasta
alcanzar una confluencia del 75% -85%, se contaron durante los pases y se volvieron a cultivar en la misma
densidad inicial. Las duplicaciones de células se calcularon como t/Td, donde t es la duracion del cultivo entre

pasajes (dias) y Td es el tiempo de duplicacion.

Debido a una gran diferencia en la velocidad de crecimiento, las MSCs cultivadas en dos medios no pudieron
pasarse al mismo tiempo. Por lo tanto, la dinamica del crecimiento de MSC (Figura 3) se presenta como una
linea de tendencia construida sobre puntos de datos Unicos que representan la cantidad de duplicaciones de

células alcanzadas en un periodo de tiempo entre pasajes. Como la siembra se realizé a baja densidad celular,
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no se analizaron mas pasos de etapas después de 45 dias de cultivo porque las MSC entraron en senescencia

(datos no mostrados).

Caracterizacion de marcadores de superficie especificos de MSC en diferentes medios

Se realizé un analisis de citometria de flujo de la expresion del marcador de superficie de las MSCs cultivadas
en las condiciones anteriores. Se us6 una combinacién estandar de marcadores, descrita como indicativa del
fenotipo MSC y aceptada como criterio ISTH (Dominici, Le Blanc et al., 2006). Se sabe que las MSCs carecen
de la expresion de marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45, mientras que CD73, CD90 y CD105 estan

altamente expresados. Los datos obtenidos de la comparacion de 5 donantes se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3
Marcadores de superficie IMDM + 20%FBS Bio-1
CD34 0.62 +0.82 0.20+0.27
CD45 0.38 + 0.56 0.08 + 0.03
CD73 99.06 + 1.59 99.87 £+ 0.24
CD90 9417 £2.72 99.92 + 0.05
CD105 99.28 + 1.07 99.83 +£0.18

El cultivo en medios que contienen TK y PFC mejoré claramente las caracteristicas fenotipicas de los cultivos

obtenidos. La tendencia se observé para la expresion de todos los marcadores analizados (ver Figura 4).

Viabilidad celular y morfologia

La viabilidad del MSC cultivado en Bio-1 se determiné mediante tincion con 7-AAD en analisis FACS. La

viabilidad promedio calculada a partir del analisis de MSCs de 11 donantes fue 97.61 £ 1.26%.

Ademas, parece que las MSC cultivadas en Bio-1 representan una poblacién de células mas homogénea en
términos de tamafio y granularidad, y son de menor tamafio cuando se comparan con las MSC cultivadas en
medio que contiene SBF (véase la Figura 5), que es considerado como un estado mas fisiolégico de MSCs.
Esta observacion fue confirmada por analisis microscopico (datos no mostrados).

Andlisis funcional de MSCs cultivadas en Bio-1

Se demostro la clonogenicidad de las MSC en un ensayo de CFU-F (unidad de formacién de colonias de
fibroblastos) (datos no mostrados). Se podria inducir la diferenciacion de MSC hacia linajes adipogénicos,

osteogénicos y condrogénicos (ver Figura 6).
C. Desarrollo y prueba adicionales de la composicion Bio-1

En las siguientes pruebas, métodos de preparaciéon para dos componentes Bio-1, lisado de plaquetas (TK) y
plasma congelado fresco (PFC) se mejoraron aun mas. El objetivo de la mejora fue eliminar del medio todas
las particulas mayores de 0,22 ym de tamafo y obtener una solucion clara sin precipitados que normalmente

se puede ver en un medio que tiene TK'y PFC.
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Los componentes de partida se prepararon de la siguiente manera:

El lisado de plaquetas (TK) se obtuvo mediante congelacion (-20 °C o -80 °C) y descongelacion del
concentrado de plaquetas, centrifugado a 10.000 x g durante 20' y a 4.000 x g durante 10' a 18 °C. El

sobrenadante resultante se uso.
El PFC se descongeld después del almacenamiento a < - 35 °C.

En todos los experimentos descritos a continuacién, los componentes se afiadieron a DMEM bajo en glucosa

complementado con L-glutamina y heparina en una concentracion de 6% de TK'y 5% de PFC.

En la primera prueba, el medio se preparé como anteriormente y se paso a través de un filtro de 0,22 pm
directamente. Las MSC de tres donantes se incubaron en el medio filtrado de forma estandar. El crecimiento
celular se detuvo y después de dos semanas de cultivo, el medio se cambid por uno no filtrado, después de

lo cual se reanudo el crecimiento celular (datos no mostrados).

En pruebas adicionales, los componentes de partida se sometieron a etapas de centrifugacion y filtracion por
separado y se afadieron al medio después. Se realizd un analisis visual de la claridad media (datos no

mostrados) y se controlé la tasa de crecimiento de MSC.

Mejora de la preparacion de PFC

El método de preparacion de TK permanecio sin cambios. La preparacion de PFC fue variada de la siguiente

manera:

1. PFC 4000 x g

2. PFC 4000 x g + 100 pm
3. PFC 100 pm

4. PFC 40 um

5. PFC 40 ym + 0.22 ym
6. PFC 40 ym + 0.45 ym

Se prepararon los medios y las MSC se incubaron durante 12 dias. Las células cultivadas en muestras
medianas 4, 5 y 6 alcanzaron un 85% de confluencia después de 4 dias y se pasaron a otra parte. Las MSC

se contaron después de la tripsinacion y se estimo la tasa de crecimiento (Figuras 7-9).

Mejora de la preparaciéon de TK

Se realiz6 la comparacion entre el crecimiento de MSC en TK preparado de una manera convencional y TK
adicionalmente pasado a través de un filtro de 0,45 ym. Las preparaciones de PFC variaron como se indica
a continuacion. Se estimaron los tiempos de duplicacion de las MSC cultivadas en estos medios y se realizd

un analisis microscoépico (Figuras 10-12).

Se ensayo el efecto de la filtracion de TK a través de poros mas pequefios o combinaciones de diferentes
filtros (8 ym, 0,8 um y 0,2 uym). Ninguna de las combinaciones probadas cambié significativamente la tasa de
crecimiento celular (datos no mostrados). Sin embargo, el medio resultante estaba macroscoépicamente libre
de particulas y mas transparente, especialmente cuando se usaron filtros de 0,8 um y 0,2 ym. Se observo
menos agregacion en la suspension celular después de la tripsinacion de células cultivadas en medio filtrado

en comparacion al medio estandar, debido a la ausencia de sedimentos de plaquetas.
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Ademas, la eficacia de la filtracion se puede controlar mediante citometria de flujo de células CD41*. En TK
sin filtrar, las membranas plaquetarias restantes tienen la capacidad de anclar MSC, lo que da como resultado

una sefial CD41*. Esta sefal se elimina en su mayor parte mediante pasos de filtraciéon con poros pequefios.

Un ejemplo de esto se presenta en la Figura 13. Se realizaron diferentes etapas de filtracion con TK o PFC o
ambos (Figura 13, A-C). Posteriormente, el medio resultante se someti¢ a filtracion (Figura 13, D). Se sefala
que todas las variaciones del medio estudiadas sustentaron suficientemente el crecimiento celular (datos no
mostrados). En todas las pruebas, el control fue el estandar Bio-1 preparado sin pasos de filtracion

adicionales.

La filtracion de TK a través de 0,8 um y poros de 0,2 um, solo o0 en combinacién con etapas de filtracion de
PFC, dio como resultado una disminucion significativa de la sefial de CD41* (Figuras 13A y C). Ademas, el
nivel de este efecto parecia depender de la eficiencia de la filtracién, ya que la filtracion posterior de TK a
través de 0,8 um y 0,2 ym produjo una disminucion de CD41* mas pronunciada que la filtracion a través de
poros de 0,2 ym (comparar Figura 13C, 2 y 4). Esto es respaldado por los resultados presentados en la Figura
13D. La filtraciéon a través de 8 ym no condujo a una reduccion significativa de la sefial CD41* y sirvid
Unicamente para eliminar particulas de mayor tamafio y asi facilitar la posterior filtracién a través de poros
mas pequeinos. Como se esperaba, la filtracion de PFC no mostré ninguna diferencia con respecto a la sefial
CD41*.

Optimizacién adicional: preparacion modificada de PFC

El objetivo de la siguiente etapa fue eliminar los factores de coagulacién del PFC y evitar la coagulacion
eventual del medio y la agregacion de células, asi como la precipitacion de los residuos de lisado de plaquetas.
Para este propdsito, el PFC se congel6 a < - 35 °C y se descongeld a 5 + 3 °C durante la noche. Estos pasos
se repitieron una vez mas, seguido de la centrifugacion del PFC a 4000 x g durante 10 minutos. El
sobrenadante (PFC libre de crioprecipitado) se usé para la preparacion de Bio-1. La comparacién del
crecimiento de MSC en un estandar Bio-1 y en Bio-1 con PFC sin crioprecipitado se presenta en la Figura 14.
Los tiempos de duplicacién alcanzados por las células en ambas variaciones medianas estudiadas fueron
comparables, con un crecimiento ligeramente mejorado en la PFC libre de crioprecipitado. Este medio también

estaba practicamente libre de particulas contaminantes, por lo que no se necesito filtracion adicional de PFC.

Reconstitucion del pellet de plaquetas en PFC con una subsiguiente preparacion de suplemento de medio
Bio-1

Para lograr la maxima compatibilidad del grupo sanguineo con respecto a los antigenos del grupo sanguineo
y las isoaglutininas en el plasma como se describié anteriormente y excluir cualquier incompatibilidad eventual
entre los suplementos del medio, puede ser necesario un paso adicional en la preparacion del TK en algunos
casos. Esto puede desempefiar un papel cuando el concentrado de plaquetas se recoge en plasma autélogo
que contiene isoaglutininas. Debe considerarse la compatibilidad con respecto a isoaglutininas de PFC y

plasma del concentrado de trombocito.

Para esto, las plaquetas se pueden recoger por centrifugacion a 2000 x g por 10 'o 5000 x g por 6' de manera
analoga a las plaquetas lavadas. El sedimento se recoge y reconstituye en PFC (estandar, filtrado o exento
de crioprecipitado) y se congela a < - 20 °C. Después de los pasos de preparacion se puede realizar como se

describe anteriormente para TK.
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El suplemento se puede agregar al medio basal (como DMEM o a-MEM). El volumen final del suplemento y
la cantidad afiadida al medio basal se pueden ajustar dependiendo de la composicion final deseada. Por
ejemplo, si se elige el 5% de concentrado de plaquetas y el 5% de PFC para un crecimiento celular éptimo,
pueden recogerse 200 ml de plaquetas después de la centrifugacion en un volumen pequefio y resuspenderse
en 200 ml de PFC. El suplemento producido de esta manera se puede agregar al medio basal a la

concentracion final del 5%.

Se observan los siguientes puntos con respecto a las cantidades de PFC y TK a las que se hace referencia
en el presente documento. 1% de PFC en 1 | de Bio-1 corresponde a 8,0 -10,0 ml de plasma humano
coagulativamente activo. Con respecto al lisado de plaquetas, la concentracion final de plaquetas en el
producto y el porcentaje en Bio-1 dependen del método de preparacion de plaquetas utilizado. (1) TK de
aféresis (Apceth): 1 ml de lisado de TK corresponde a 6,5 x 108 - 4,5 x 10° de plaquetas. Por consiguiente, 1
| de Bio-1 que tiene 1% de TK contiene una cantidad de lisado igual a 6.5 x 10°- 4.5 x 10'° de plaquetas. El
porcentaje de lisado de plaquetas utilizado para Bio-1 debe calcularse en funcién de la cantidad de plaquetas
en el material de partida y los valores de % vol establecidos en esta solicitud. (2) Lisado de plaquetas de
sangre completa: hay 45 - 90 x 10° plaquetas en 50-60 ml de suspension.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de crecimiento celular que comprende:

a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor que 0,22 um de diametro, en el que el
lisado constituye del 2% al 15% del volumen total del medio de crecimiento celular;

b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 1% al 10% del volumen total del medio de crecimiento
celular;

c) heparina a una concentraciéon de 0 U/ml a 10 U/ml del medio de crecimiento celular;

d) L-glutamina a una concentracion de 0,5 mM a 10 mM; y

e) un medio sin suero, bajo en glucosa, adecuado para el crecimiento de células mamiferas, en el que
el medio sin suero y bajo en glucosa constituye del 75% al 97% del volumen total del medio de
crecimiento celular, y puede contener la L-glutamina de la parte (d); en el que el término PFC se refiere
a la porcion fluida de sangre humana que se ha centrifugado, separado y solidificado a -18 °C dentro de
las 6 horas de la recoleccion;

en el que el medio de crecimiento celular permite la expansion de células madre CD34-negativas
humanas y en el que las células madre CD34-negativas expandidas resultantes retienen la capacidad

de diferenciarse.

2. El medio de crecimiento celular de la reivindicacion 1, en el que el lisado de plaquetas y el filtrado de PFC

se corresponden con respecto a los antigenos de grupo sanguineo ABO y Rh.
3. Un suplemento de medio de crecimiento celular que comprende:

a) lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 um de diametro, en el que el lisado
constituye del 17% al 94% del volumen total del suplemento del medio de crecimiento celular; y

b) filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 6% al 83% del volumen total del suplemento de
medio de crecimiento celular; en el que el término PFC se refiere a la porcién fluida de sangre humana

que se ha centrifugado, separado y solidificado a -18 °C dentro de las 6 horas de la recoleccion.

4. El suplemento de medio de crecimiento celular de la reivindicacion 3, que comprende adicionalmente

heparina.

5. El suplemento de medio de crecimiento celular de la reivindicacion 3 o 4, en el que el lisado de plaquetas

y el filtrado de PFC se corresponden con respecto a los antigenos de grupo sanguineo ABO y Rh.

6. Un kit adecuado para su uso en la expansion de células madre CD34-negativas humanas que comprende,

en compartimentos separados:

a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de didmetro, y

b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia s6lida mayor de 0,22 ym de
diametro, en el que el término PFC se refiere a la porcion fluida de sangre humana que se ha
centrifugado, separado y solidificado a -18 °C dentro de las 6 horas de la recoleccion;

Donde (i) el lisado constituye del 17% al 94% del volumen combinado de (a) y (b) y (ii) el filtrado PFC

constituye del 6% al 83% del volumen combinado de (a) y (b).
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7. El kit de la reivindicacién 6 que comprende, en compartimentos separados,

a) un lisado de plaquetas humano libre de materia s6lida mayor de 0,22 ym de diametro,

b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de
diametro, y

c) heparina.

Donde (i) el lisado constituye del 17% al 94% del volumen combinado de (a) - (c), y (ii) el filtrado PFC

constituye del 6% al 83% del volumen combinado de (a) - (c).

8. Una composicion de materia que comprende (a) células madre CD34-negativas humanas y (b) el medio de

crecimiento celular de una de las reivindicaciones 1 o 2.

9. Un método para fabricar un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de

diametro, que comprende los siguientes pasos:

a) congelar concentrado de plaquetas humanas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

b) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

c) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante una duraciéon adecuada
para sedimentar con materia sélida;

d) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (c) a una velocidad y durante un tiempo adecuados
para sedimentar la materia sélida en su interior; y

e) filirar el sobrenadante de la etapa (d) al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro
decreciente, donde la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 0,8 pm, y la Ultima

filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 pm.

10. Un método para preparar un plasma de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida

de mas de 0,22 pm de diametro, que comprende los siguientes pasos:

a) descongelar el PFC humano;

b) centrifugar del PFC descongelado a una velocidad y durante un tiempo adecuados para separar las
partes liquidas y sdlidas en esto; y

c) filtrar la porcion liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente,
en donde la primera filtracion se realiza usando un filtro que tiene poros de 40 ym y la ultima filtracion se
realiza usando un filtro que tiene poros no mas grande que 0,22 pym;

en el que el PFC se obtiene de la porcion fluida de sangre humana que ha sido centrifugado, separado
y solidificado a -18 °C dentro de las 6 horas de la recoleccion.

11. Un método para fabricar un medio de crecimiento celular que comprende la etapa de combinar lo siguiente:

a) un lisado de plaquetas humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de didmetro, en el que el
lisado constituye de 2% a 15% del volumen total del medio de crecimiento celular;

b) un filtrado de plasma fresco congelado (PFC) humano libre de materia sélida mayor de 0,22 ym de
diametro, en el que el filtrado de PFC constituye del 1% al 10% del volumen total del medio de crecimiento
celular;

c) heparina en una cantidad suficiente para producir una concentracién de 0 U/ml a 10 U/ml del medio
de crecimiento celular;

d) L-glutamina en una cantidad suficiente para producir una concentracién de 0,5 mM a 10 mM; y
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€) un medio sin suero, bajo en glucosa, adecuado para el crecimiento de células mamiferas, en el medio
sin suero y bajo en glucosa constituye del 75% al 97% del volumen total del medio de crecimiento celular,
y puede contener la L-glutamina de la parte (d);

en el que el PFC se obtiene de la porcion fluida de sangre humana que ha sido centrifugada, separada
y solidificada a -18 °C dentro de las 6 horas de la recoleccion;

en el que el medio de crecimiento celular permite la expansion de células madre CD34-negativas
humanas y en el que las células madre CD34-negativas expandidas resultantes retienen la capacidad

de diferenciarse.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el lisado de plaquetas de la parte (a) se prepara de acuerdo

con los siguientes pasos:

(i) congelar concentrado de plaquetas humanas, lisando asi las plaquetas en el mismo;

(i) descongelar las plaquetas lisadas resultantes;

(iii) centrifugar las plaquetas lisadas descongeladas a una velocidad y durante un tiempo adecuado para
sedimentar con materia soélida;

(iv) volver a centrifugar el sobrenadante de la etapa (iii) a una velocidad y durante un tiempo adecuados para
sedimentar la materia solida en su interior; y

(v) filtrar el sobrenadante del paso (iv) al menos dos veces usando filtros de tamarfio de poro decreciente, en
donde la primera filtracién se realiza usando un filtro que tiene poros de al menos 0,8 uym, y la ultima filtracion

se realiza usando un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 pm.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el concentrado de plaquetas humanas de la etapa (i) se
prepara por centrifugacion de plaquetas y por lo tanto granulacién de las mismas; separado de las plaquetas

peletizadas de la fase liquida; y reconstitucion de las plaquetas resultantes en PFC.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el filtrado de PFC de la parte (b) se
prepara por: descongelacion de PFC humano; centrifugacion del PFC; descongelacion resultante a una
velocidad y durante una duraciéon adecuada para separar las porciones liquida y sélida del mismo; vy filtrado
de la porcidn liquida resultante al menos dos veces usando filtros de tamafio de poro decreciente, donde la
primera filtracién se realiza usando un filtro que tiene poros de al menos 40 pm, y la dltima filtracion se realiza

usando un filtro que tiene poros no mayores de 0,22 ym.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el filtrado de PFC de la parte (b) se
prepara por: (i) descongelaciéon de PFC humano; (ii) congelacion del PFC humano descongelado; (iii)
descongelacion del PFC humano resultante; y (iv) centrifugacion del PFC descongelado resultante a una
velocidad y durante una duracidon adecuada para separar las porciones liquida y sélida del mismo,
preferiblemente en el que el PFC descongelado del paso (iii) se congela y descongela al menos una vez antes

del paso de centrifugacion (iv).

16. Un método para expandir una poblacion de células madre CD34-negativas humanas que comprende la
etapa de incubar las células madre a una temperatura adecuada en el medio de una de las reivindicaciones
102
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Figura 1

Tiempo de duplicacion de MSC en medios de diferentes composiciones
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Figura 2

Tasa de proliferacion de MSC en diferentes medios
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Duplicaciones de célula
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Figura 3

Dinamica del crecimiento de MSC en Bio-1

tiempo de cultivo, dias
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Figura 4

Expresion de proteinas superficiales especificas de MSC
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Figura 5

Analisis de la poblacion MSC mediante citometria de flujo
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Figura 6

Induccidn de diferenciacion del crecimiento de MSCs en Bio-1
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Figura 7
Tiempo de duplicacion (dias) de MSCs
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Figura 8
Cantidad de Duplicaciones conseguidas después de 20 dias
Muestra 1 2 3 4 5 6
TK +PFC TK +PFC TK +PFC | TK +PFC TK +PFC TK +PFC
4000g 40009 + 100pm | 100um 40pm 40pm +0,22pym | 40pm + 0,4pm
5,17 4,25 5,58 7,59 7.79 7,76
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Figura 9

1. PFC 4000xg 10x

2. PFC 4000xg+100pm 10x

3, PFC 100pm 10x

o i : : «
. e ‘ : = , ._
: " A
£ 4o .
o -~ / - - -,

4. PFC 40pm 10x 5., PFC 4Opm+0.22pm 10x 6. PFC 40pm+0,45pm 10x
vy S e T Tt i "_'_1. i "‘_ ")f: ]
T TR
- SRS
:'.‘r —I? A‘&q""‘“h‘w £y j F h
1 =) 0 ) Z f:.[ ’ﬁr

33




ES 2 657 840 T3

Figura 10
Tiempo de Duplicaciéon (dias) de MSCs
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Tiempo de Duplicacién, dias
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Figura 14
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