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DESCRIPCION

Células derivadas de musculo para el tratamiento de patologias de las vias urinarias y métodos de fabricacién y uso
de las mismas.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a células progenitoras derivadas de musculo (CDM), a composiciones de las
mismas y a su uso en el aumento de tejidos corporales, particularmente tejido blando como musculo uretral y
periuretral. En particular, la presente invencion se refiere a células progenitoras derivadas de musculo que muestran
supervivencia prolongada después de la introduccidén en tejidos blandos, a métodos para aislar las CDM, y a
composiciones que las contienen, para su uso en el aumento de tejidos blandos de seres humanos o animales. La
invencion también se refiere a células progenitoras derivadas de musculo para su uso en el tratamiento de
afecciones funcionales, tales como incontinencia urinaria por estrés o incontinencia urinaria.

Antecedentes de la invencion

La incontinencia urinaria por estrés (IUE) es una afeccion habitual y se caracteriza por la pérdida involuntaria de
orina cuando se realiza un esfuerzo, ejercicio, al estornudar o al toser. (Abrams P, et al. Neurourol Urodyn
2002;21(2): 167-178). La etiologia de la IUE es multifactorial, lo que implica dafio y/o deterioro funcional del musculo
y nervios asociados que puede producirse como resultado de edad avanzada, estado hormonal y dafio en el suelo
pélvico resultante de parto vaginal. Debido a la etiologia multifactorial, actualmente no existe una sola opcion de
tratamiento, que no esté limitada de alguna manera.

El uso de inyectables periuretrales, como una opcién de tratamiento minimamente invasiva, puede realizarse de
manera ambulatoria con anestesia local. Este método de tratamiento es mas rentable a corto plazo, con
hospitalizacién mas corta, un tiempo de quir6fano reducido, y generalmente menos complicaciones en comparacion
con estrategias quirdrgicas invasivas, tales como la suspension del cuello de la vejiga. (Berman CJ, et al. J Urol
1997; 157(1): 122-124). Sin embargo, tiene desventajas tales como la necesidad de inyecciones multiples debido a
la pérdida del efecto de relleno prolongada a causa de la degradacién, reabsorcién y/o migracién, asi como a otros
impedimentos tales como obstruccién de la salida de la vejiga y reacciones alérgicas. Por tanto, se requiere otro tipo
diferente de materiales de aumento urinario que sean duraderos, compatibles con una amplia serie de tejidos del
hospedador, y que causen inflamacion, cicatrizacion y/o rigidez minima de los tejidos que rodean el lugar del
implante.

Las células derivadas de musculo, aisladas de rata, han mostrado algunos modelos satisfactorios para la
incontinencia urinaria. (Cannon TW, et al. Urology 2003;62(5): 958-963 y Lee N et al. Int Urogynecol J Pelvic Floor
Dysfunct 2003; 14(1): 31-37; analisis 37). La presente invencion proporciona el uso de células humanas derivadas
de musculo (CDM) esquelético como un tratamiento inyectable para la IUE, y otras patologias que afectan a las vias
urinarias.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a células humanas progenitoras derivadas de musculo (CDM) y a composiciones de
las mismas, que presentan supervivencia prolongada después del trasplante. Las CDM de la presente invencion, y
las composiciones que las contienen, comprenden células musculares progenitoras tempranas, es decir, células
madre derivadas de musculo, que expresan marcadores de células progenitoras, tales como desmina, M cadherina,
MioD, miogenina, CD34 y Bcl-2. Ademas, estas células musculares progenitoras tempranas expresan los
marcadores celulares Flk-1, Sca-1, MNF y c-met, pero no expresan los marcadores celulares CD45 ni c-Kit.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar métodos para el aislamiento y enriquecimiento de células
humanas progenitoras derivadas de musculo a partir de una poblacion inicial de células musculares. Estos métodos
producen el enriquecimiento de las CDM humanas que tienen una capacidad de supervivencia prolongada después
del trasplante o de la introduccion en un lugar de tejido blando. La poblacion de CDM de acuerdo con la presente
invencion esta particularmente enriquecida con células que expresan marcadores de células progenitoras, tales
como desmina, M cadherina, MioD, miogenina, CD34 y Bcl-2. Esta poblacion de CDM también expresa los
marcadores celulares Flk-1, Sca-1, MNF y c-met, pero no expresa los marcadores celulares CD45 ni c-Kit.

La presente invencion proporciona un proceso de preparacion de un agente de relleno de tejido blando de las vias
urinarias, que comprende células progenitoras derivadas de musculo (CDM), comprendiendo el proceso:

(a) suspender las células de musculo esquelético aisladas de un ser humano, en un primer recipiente de cultivo
celular durante entre 30 y 120 minutos;
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(b) decantar los medios del primer recipiente de cultivo celular a un segundo recipiente de cultivo celular;

(c) cultivar las células en el segundo recipiente de cultivo celular durante 1-3 dias para permitir que las células
restantes que permanecen en los medios se unan a las paredes del segundo recipiente de cultivo celular;

(d) aislar las células de las paredes del segundo recipiente de cultivo celular, en el que las células aisladas son
CDM.

Otro objeto méas de la presente invencién es proporcionar las CDM y las composiciones que las contienen, para su
uso en el aumento de tejido blando muscular, o tejido blando no muscular, incluyendo musculo liso, y diversos
tejidos de o6rganos, sin que sean necesarios transportadores poliméricos o medios de cultivo especiales para el
trasplante. Dichos métodos incluyen la administracién de composiciones de CDM para su introduccion en tejidos
blandos, por ejemplo, mediante inyeccion directa en el tejido, o mediante distribucion sistémica de las
composiciones. Preferentemente, el tejido blando incluye tejidos corporales no éseos. Mas preferentemente, el tejido
blando incluye musculo no estriado y tejidos corporales no 6seos. De manera méas preferente, el tejido blando
incluye tejidos corporales no musculares, no 6seos. Como se usa en el presente documento, aumento se refiere a
llenado, relleno, soporte, alargamiento, extensién o incremento del tamafo o de la masa de tejido corporal.

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar métodos para aumentar tejido blando, bien tejido blando
derivado de musculo, o tejido blando no derivado de musculo, después de una lesién, herida, intervencion quirdrgica,
traumatismo, no traumatismo, u otros procedimientos que producen fisuras, aberturas, depresiones, heridas y
similares, en la piel o en tejidos blandos u érganos internos.

Otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar tratamientos basados en CDM humanas para
enfermedades de las vias urinarias y sintomas asociados. Las composiciones farmacéuticas que contienen las CDM,
y las composiciones que las contienen, pueden utilizarse para el tratamiento de patologias de las vias urinarias.
Estas composiciones farmacéuticas comprenden CDM humanas aisladas.

La presente invencién proporciona una poblacién de células que contiene las CDM para su uso en un método de
tratamiento de incontinencia urinaria por estrés (IUE) en un sujeto humano que lo necesite, en el que la poblacién de
células que contiene las CDM se ha obtenido mediante un proceso que comprende:

(a) suspender células aisladas de musculo esquelético del sujeto humano en un primer recipiente de cultivo
celular durante entre 30 y 120 minutos para adherir una primera poblacion de células al recipiente y dejar en el
recipiente una segunda poblacién de células no adherida y en un medio de cultivo;

(b) transferir el medio de cultivo y la segunda poblacién de células desde el primer recipiente de cultivo celular a
un segundo recipiente de cultivo celular;

(c) cultivar las células en el segundo recipiente de cultivo celular durante 1-3 dias para permitir que las células de
la segunda poblacién de células se unan al segundo recipiente de cultivo celular;

(d) aislar las células unidas al segundo recipiente de cultivo celular para obtener dicha poblacién de células que
contenga las CDM.

Después de aislarlas, estas CDM pueden expandirse posteriormente mediante cultivo celular. En una realizacién de
la invenciodn, estas CDM se congelan antes de suministrarlas a un sujeto que necesite la composicion farmacéutica.

En una realizaciéon, cuando las CDM humanas, y composiciones de las mismas, se utilizan para tratar la
incontinencia urinaria, se inyectan directamente en la uretra. Pudiendo inyectarse, preferentemente, en el misculo
periuretral. Las CDM humanas, y composiciones de las mismas, pueden utilizarse para mejorar al menos un sintoma
de enfermedad de las vias urinarias. Estos sintomas incluyen incontinencia urinaria, infeccion de las vias urinarias,
polaquiuria (necesidad de orinar con més frecuencia), disuria (dolor al orinar), sensacién de ardor al orinar, astenia,
temblor, orina turbia, hematuria (sangre en la orina) y pielonefritis (infeccion renal).

Las CDM humanas se aislan de una biopsia de musculo esquelético. En una realizacion, el musculo esquelético de
la biopsia puede conservarse durante 1-6 dias. En un aspecto de esta realizacion, el masculo esquelético de la
biopsia se conserva a 4 °C. Después, las CDM se aislan utilizando la técnica de siembra individual. También se
desvela la técnica de presiembra.

Utilizando la técnica de presiembra, una suspension de células de musculo esquelético de tejido de miusculo
esquelético se siembra en un primer recipiente al cual se adhieren células de fibroblasto de la suspension de células
de musculo esquelético. Después, las células no adherentes se resiembran en un segundo recipiente, realizandose
la etapa de resiembra después de que el 15-20 % de las células se haya adherido al primer recipiente. Esta etapa de
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resiembra debe repetirse al menos una vez. Las CDM se aislan de este modo y pueden administrarse al eséfago del
sujeto mamifero.

Utilizando la técnica de siembra individual, las células se desmenuzan y se digieren utilizando una colagenasa, una
dispasa, otra enzima o una combinacién de enzimas. Después de eliminar la enzima lavando las células, estas se
cultivan en un matraz en medio de cultivo durante entre aproximadamente 30 y aproximadamente 120 minutos.
Durante este periodo de tiempo, las "células que se adhieren rapidamente" se pegan a las paredes del matraz o del
recipiente, mientras que las "células que se adhieren lentamente" o las CDM, permanecen en suspension. Las
"células que se adhieren lentamente" se transfieren a un segundo matraz o recipiente y se cultivan en su interior
durante un periodo de 1-3 dias. Durante este segundo periodo de tiempo las "células que se adhieren lentamente" o
las CDM se pegan a las paredes del segundo matraz o recipiente.

En otra realizacion de la invencién, estas CDM se expanden a cualquier cantidad de células. En un aspecto preferido
de esta realizacion, las células se expanden en nuevos medios de cultivo durante entre aproximadamente 10 y 20
dias. Mas preferentemente, las células se expanden durante 17 dias.

Las CDM, ya sea expandidas o no expandidas, pueden preservarse para transportarse o conservarse durante un
periodo de tiempo antes de su uso. En una realizacién, las CDM se congelan. Preferentemente, las CDM se
congelan a entre aproximadamente -20 y -90 °C. Mas preferentemente, las CDM se congelan a aproximadamente -
80 °C. Estas CDM congeladas se utilizan como una composicion farmacéutica.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o de solicitud de patente contiene al menos una reproduccion fotografica ejecutada a color. La
oficina de patentes y marcas registradas de Estados Unidos proporcionara las copias de esta patente o solicitud de
patente con reproduccion(es) fotografica(s) tras su solicitud y pago de tasas necesarias.

Los dibujos adjuntos de las figuras, se presentan para describir mejor la invenciéon y para ayudar a entenderla
aclarando sus diversos aspectos.

La Figura 1 es un grafico de barras que muestra una mayor presiéon del punto de pérdida en ratas tratadas con las
CDM humanas en comparacién con el control.

La Figura 2A es una micrografia 6ptica de un esfinter uretral proximal en una rata de control.
La Figura 2B es una micrografia dptica de un esfinter uretral proximal en una rata tratada con las CDM humanas.

La Figura 3 muestra el marcaje inmunofluorescente con un anticuerpo nuclear especifico de ser humano (laminas
A/C) que revela la presencia de nucleos humanos incorporados dentro de la capa muscular del esfinter estriado en
tejido humano inyectado con CDM humanas (100x). Las flechas apuntan a nicleos individuales.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona CDM humanas y métodos de uso de dichas células para generar tejidos con propiedades
de relleno que tienen el potencial de mejorar la coaptacién y funcion intrinseca del esfinter remodelando el tejido
danado. Adicionalmente, la invencion proporciona las CDM y poblacion de células que contienen las CDM para su
uso en métodos de tratamiento de trastornos de las vias urinarias, incluyendo incontinencia e incontinencia urinaria
por estrés. El aislamiento de células humanas derivadas de musculo (CDM) de tejido adulto, es capaz de logar un
éxito funcional dentro de un modelo establecido de lesién del esfinter uretral.

Células derivadas de musculo y Composiciones

La presente invencion proporciona CDM que comprenden células progenitoras tempranas (también denominadas en
el presente documento, células progenitoras derivadas de musculo o células madre derivadas de musculo) que
muestran tasas de supervivencia prolongada después de trasplante en los tejidos corporales, preferentemente
tejidos blandos. Para obtener las CDM, un explante de musculo, preferentemente, de musculo esquelético, se
obtiene de un animal donante, preferentemente, de un mamifero, incluyendo ratas, perros y seres humanos. Este
explante sirve como un sincicio estructural y funcional que incluye "lechos" de células precursoras de musculo (T. A.
Partridge et al., 1978, Nature 73: 306-8; B. H. Lipton et al., 1979, Science 205: 12924).

Las células aisladas de tejido muscular primario contienen una mezcla de fibroblastos, mioblastos, adipocitos,
células hematopoyéticas y células progenitoras derivadas de musculo. Las células progenitoras de una poblacion
derivada de musculo pueden enriquecerse usando caracteristicas de adherencia diferencial de células de musculo
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primario en matraces de tejido cubiertos con colageno, tal como se describe en la patente de Estados Unidos n.°
6.866.842;de Chancellor et al. Las células que son lentas para adherirse tienden a ser morfolégicamente redondas,
expresan altos niveles de desmina y tienen la capacidad de fusionarse y diferenciarse en miotubos multinucleados
(Patente de Estados Unidos n.? 6.866.842 de Chancellor et al.). Se demostré que una subpoblacion de estas células
respondia in vitro a la proteina morfogénica 6sea 2 humana recombinante (rhBMP-2, recombinant human bone
morphogenic protein 2), expresando mayores niveles de fosfatasa alcalina, hormona paratiroidea dependiente de
AMPc 3,5, y linaje osteogénico y linajes miogénicos (Patente de Estados Unidos n.% 6.866.842 de Chancellor et al.;
T. Katagiri et al., 1994, J. Cell Biol., 127:1755-1766).

En un aspecto de esta divulgacion, para diferenciar las células que se adhieren rapidamente de las que se adhieren
lentamente (CDM) puede utilizarse un procedimiento de presiembra. Se aislaron poblaciones de células que se
adhieren rapidamente (PP 1-4) y CDM redondas (PP6) que se adhieren lentamente y enriquecieron de explantes de
musculo esquelético y se analiz6 la expresién de diversos marcadores utilizando inmunohistoquimica para
determinar la presencia de células pluripotentes entre las células que se adhieren lentamente (Ejemplo 1; solicitud
de patente de Estados Unidos Ser. n.2 09/302.896 de Chancellor et al.). Las células PP6 expresaron marcadores
miogénicos, incluyendo desmina, MioD y Miogenina. Las células PP6 también expresaron c-met y MNF, dos genes
que se expresan en una fase temprana de la miogénesis (J. B. Miller et al., 1999, Curr. Top. Dev. Biol. 43:191-219).
Las PP6 mostraron un menor porcentaje de células que expresaban M cadherina, un marcador especifico de células
satélite (A. Irintchev et al., 1994, Development Dynamics 199: 326-337), pero un mayor porcentaje de células que
expresaban Bcl-2, un marcador limitado a células en las primeras etapas de la miogénesis (J. A. Dominov et al.,
1998, J. Cell Biol. 142:537-544). Las células PP6 también expresaron CD34, un marcador identificado con células
progenitoras hematopoyéticas humanas, asi como precursores de células estromales en médula 6sea (R. G.
Andrews et al., 1986, Blood 67: 842-845; C. I. Civin et al., 1984, J. Immunol. 133:157-165; L. Fina et al, 1990, Blood
75: 2417-2426; P. J. Simmons et al., 1991, Blood 78: 2848-2853). Las células PP6 también expresaron Flk-1, un
homologo de raton del gen KOR humano que se identifico recientemente como un marcador de células
hematopoyéticas con caracteristicas similares a las de las células madre (B. L. Ziegler et al., 1999, Science 285:
1553-1558). Del mismo modo, las células PP6 expresaron Sca-1, un marcador presente en células hematopoyéticas
con caracteristicas similares a las de las células madre (M. van de Rijn et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
4634-8; M. Osawa et al.,, 1996, J. Immunol. 156:3207-14). Sin embargo, las células PP6 no expresaron los
marcadores de células madre hematopoyéticas CD45 ni c-Kit (revisado en L K. Ashman, 1999, Int. J. Biochem. Cell.
Biol. 31:1037-51; G. A. Koretzky, 1993, FASEB J. 7: 420-426).

Un aspecto de esta divulgacion es la poblacién PP6 de células progenitoras derivadas de musculo que tienen las
caracteristicas descritas en el presente documento. Estas células progenitoras derivadas de musculo expresan los
marcadores celulares desmina, CD34 y Bcl-2. De acuerdo con la presente invencion, las células PP6 se aislan por
técnicas descritas en el presente documento (Ejemplo |) para obtener una poblacién de células progenitoras
derivadas de musculo que tienen una capacidad de supervivencia prolongada después del trasplante. La poblacion
PP6 de células progenitoras derivadas de musculo comprende un porcentaje significativo de células que expresan
marcadores de células progenitoras tales como desmina, CD34 y Bcl-2. Ademas, las células PP6 expresan los
marcadores Flk-1 y Sca-1, pero no expresan los marcadores CD45 ni c-Kit. Preferentemente, méas del 95 % de las
células PP6 expresan los marcadores desmina, Sea-l y Flk-1, pero no expresan los marcadores CD45 ni c-Kit. Se
prefiere que las células PP6 se utilicen al cabo de aproximadamente 1 dia o aproximadamente 24 horas después de
la Ultima siembra.

En la presente invencion, las células que se adhieren rapidamente y las que se adhieren lentamente (CDM) se
separan entre ellas utilizando una técnica de siembra individual. En el Ejemplo 2 se describe una técnica de este
tipo. En primer lugar, las células se proporcionan a partir de una biopsia de musculo esquelético. La biopsia solo
requiere contener aproximadamente 100 mg de células. Pueden utilizarse biopsias cuyo tamafo varie de
aproximadamente 50 mg a aproximadamente 500 mg de acuerdo con los métodos de presiembra y de siembra
individual. Pueden utilizarse otras biopsias de 50, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 200, 250, 300, 400 y 500 mg de
acuerdo con los métodos de presiembra y de siembra individual.

En una realizacion preferida de la invencion, el tejido de la biopsia se conserva después durante 1 a 7 dias. Esta
conservacion es a una temperatura de aproximadamente la temperatura ambiente a aproximadamente 4 °C. Este
periodo de espera hace que el tejido de musculo esquelético biopsiado sufra estrés. Aunque este estrés no es
necesario para el aislamiento de las CDM utilizando esta técnica de siembra individual, parece que el uso del
periodo de espera da como resultado una mayor produccion de CDM.

El tejido de las biopsias se tritura y centrifuga. El sedimento se resuspende y se somete a digestion utilizando una
enzima de digestion. Las enzimas que pueden utilizarse incluyen colagenasa, dispasa o combinaciones de estas
enzimas. Después de la digestion, la enzima se elimina de las células mediante lavado. Las células se transfieren a
un matraz en medios de cultivo para el aislamiento de las células que se adhieren rapidamente. Pueden utilizarse
muchos medios de cultivo. Los medios de cultivo particularmente preferidos incluyen los disefiados para el cultivo de
células endoteliales incluyendo el Medio de Cultivo Endotelial de Cambrex. Este medio puede complementarse con
otros componentes incluyendo suero bovino fetal, IGF-1, bFGF, VEGF, EGF, hidrocortisona, heparina y/o &cido
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ascorbico. Otros medios que pueden usarse en la técnica de siembra individual incluyen medio InCell M3 | OF. Este
medio puede complementarse como se ha descrito anteriormente, o utilizarse no complementado.

La etapa de aislamiento de las células que se adhieren rapidamente puede requerir cultivo en matraz durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 30 a aproximadamente 120 minutos. Las células que se adhieren
rapidamente, se adhieren a los matraces en 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 o 120 minutos. Después de que se
adhieran, las células que se adhieren lentamente se separan de las que se adhieren rapidamente eliminando los
medios de cultivo del matraz al que se han unido las células que se adhieren rapidamente.

El medio de cultivo eliminado de este matraz se transfiere después a un segundo matraz. Las células pueden
centrifugarse y resuspenderse en medio de cultivo antes de transferirse al segundo matraz. Las células se cultivan
en este segundo matraz durante entre 1 y 3 dias. Preferentemente, las células se cultivan durante dos dias. Durante
este periodo de tiempo, las células que se adhieren lentamente (CDM) se adhieren al matraz. Después de haberse
adherido las CDM, los medios de cultivo se retiran y se afiaden nuevos medios de cultivo de tal manera que las CDM
puedan expandirse en numero. Las CDM pueden expandirse en nimero cultivandolas durante aproximadamente 10
a aproximadamente 20 dias. Las CDM pueden expandirse en nimero cultivandolas durante 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 0 20 dias. Preferentemente, las CDM se someten a cultivo en expansion durante 17 dias.

Como una alternativa a los métodos de presiembra y de siembra individual, las CDM de la presente invencién
pueden aislarse mediante analisis de separacién de células activadas por fluorescencia (FACS, fluorescence
activate cell sorting), utilizando anticuerpos marcados contra uno o mas de los marcadores de superficie celular
expresados por las CDM (C. Webster et al., 1988, Exp. Cell. Res. 174:252-65; J. R. Blanton et al., 1999, Muscle
Nerve 22: 43-50). Por ejemplo, el analisis FACS puede realizarse utilizando anticuerpos marcados para dirigirse
contra CD34, Flk-1, Sca-1 y/o a los otros marcadores de superficie celular descritos en el presente documento, para
seleccionar una poblacion de células similares a PP6 que presentan una capacidad de supervivencia prolongada
cuando se introducen en el tejido del hospedador. En el presente documento también se desvela el uso de uno o
mas marcadores de deteccion por fluorescencia, por ejemplo, fluoresceina o rodamina, para la deteccion de
anticuerpos de diferentes proteinas marcadoras celulares.

Utilizando cualquiera de los métodos de aislamiento de las CDM descritos anteriormente, las CDM que se van a
transportar, o que no van a usarse durante un periodo de tiempo, pueden preservarse usando métodos conocidos en
la técnica. Méas especificamente, las CDM aisladas pueden congelarse a una temperatura que varia de
aproximadamente -25 a aproximadamente -90 °C. Preferentemente, las CDM se congelan aproximadamente a -
80 °C, en nieve carbdnica (hielo seco) para su uso o transporte posterior. La congelacion puede realizarse con un
medio de criopreservacion conocido en la técnica.

Tratamientos basados en células derivadas de musculo

En una realizacion de la presente invencién, las CDM se aislan de una fuente de musculo esquelético y se
introducen o se trasplantan en un sitio de interés de tejido blando muscular o no muscular, o en estructuras éseas.
Ventajosamente, las CDM de la presente invencion se aislan y se enriquecen para que contengan una gran cantidad
de células progenitoras que muestren supervivencia prolongada después del trasplante. Ademas, las células
progenitoras derivadas de musculo de esta invencion expresan diversos marcadores celulares caracteristicos, tales
como desmina, CD34 y Bcl-2. Adicionalmente, las células progenitoras derivadas de musculo de esta invencion
expresan los marcadores celulares Sca-1 y Flk-1, pero no expresan los marcadores celulares CD45 ni c-Kit.

Las CDM y las composiciones que comprenden las CDM de la presente invencion, pueden usarse para reparar,
tratar o mejorar diversas afecciones estéticas o funcionales (por ejemplo defectos) mediante el aumento de tejidos
blandos musculares o no musculares. En particular, dichas composiciones pueden utilizarse como agentes de
relleno de tejido blando para el tratamiento de la incontinencia urinaria y otros casos de debilidad de la musculatura
lisa, enfermedad, lesion o disfuncion. Ademas, dichas CDM y sus composiciones, pueden usarse para aumentar el
tejido blando no asociado con lesién anadiendo volumen a una zona de tejido blando, orificio, depresiéon o espacio,
en ausencia de enfermedad o traumatismo, tal como para "alisar". En la presente invencién también se incluyen las
administraciones multiples y sucesivas de las CDM.

Para tratamientos basados en CDM, un explante de mulsculo esquelético se obtiene preferentemente de una fuente
animal o humana autéloga o heteréloga. Se prefiere mas una fuente animal o humana autéloga. Las composiciones
de CDM se preparan después y se aislan como se describe en el presente documento. Para introducir o trasplantar
en un receptor humano o animal las CDM y/o las composiciones que las comprenden de acuerdo con la presente
invencion, se prepara una suspension de células musculares mononucleadas. Dichas suspensiones contienen
concentraciones de células progenitoras derivadas de musculo de la invencién en un transportador, excipiente o
diluyente fisioldgicamente aceptable. Por ejemplo, las suspensiones de las CDM para la administracion a un sujeto
pueden comprender de 108 a 10° células/ml en una solucion estéril de medio completo modificado para que
contenga el suero del sujeto, como una alternativa al suero bovino fetal. Como alternativa, las suspensiones de CDM
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pueden ser soluciones estériles sin suero, tales como soluciones de criopreservacion (Celox Laboratories, St. Paul,
Minn.). Las suspensiones de CDM pueden después introducirse, por ejemplo, mediante inyeccion, en uno o mas
lugares del tejido donante.

Las células descritas pueden administrarse como una preparacion o composicion farmacéutica o fisiolégicamente
aceptable que contenga un transportador, excipiente o diluyente fisiolégicamente aceptable, y administrarse a los
tejidos del organismo receptor de interés, incluyendo animales humanos y no humanos. La composicion que
contiene CDM puede prepararse resuspendiendo las células en un liquido o solucion adecuado tal como solucion
salina fisioldgica estéril u otros liquidos acuosos inyectables fisioldgicamente aceptables. Los expertos en la materia
pueden determinar de manera habitual las cantidades de los componentes a utilizar en dichas composiciones.

Las CDM o sus composiciones, pueden administrarse colocando las suspensiones de CDM en material absorbente o
adherente, es decir, una matriz de esponja de colageno e insercidén del material que contiene las CDM en el interior o
sobre el lugar de interés. Como alternativa, las CDM pueden administrarse mediante vias de inyeccion parenterales,
incluyendo subcutanea, intravenosa, intramuscular e intraesternal. Otros modos de administracion incluyen, pero sin
limitacién, intranasal, intratecal, intracutanea, percutanea, enteral y sublingual. En una realizacion de la presente
invencion, la administracién de las CDM puede estar mediada por cirugia endoscopica.

Para la administracién inyectable, la composicién esta en solucion o suspension estéril o puede resuspenderse en
vehiculos acuosos u oleaginosos farmacéutica y fisiolégicamente aceptables, que pueden contener conservantes,
estabilizantes y material para hacer que la soluciéon o la suspension sea isotonica con los liquidos corporales (es
decir, sangre) del receptor. Como ejemplos no limitantes de excipientes adecuados para su uso se incluye agua,
solucién salina tamponada con fosfato, un pH de 7,4, solucién acuosa de cloruro de sodio 0,15 M, dextrosa, glicerol,
etanol diluido y similares y mezclas de los mismos. Son estabilizantes ilustrativos polietilenglicol, proteinas,
sacaridos, aminoacidos, acidos inorganicos y organicos, que pueden utilizarse solos o como aditivos. Los nimeros o
cantidades, asi como las vias de administracion utilizadas, se determinan individualmente y corresponden a las
cantidades utilizadas en tipos de aplicaciones o indicaciones similares conocidas por los expertos en la materia.

Para optimizar el éxito del trasplante, se desea que haya una compatibilidad inmunolégica mas cercana posible entre
el donante y el receptor. Si la fuente autéloga no esta disponible, para determinar la compatibilidad mas cercana
disponible pueden analizarse antigenos de histocompatibilidad de Clase | y Clase Il del donante y receptor. Esto
minimiza o elimina el rechazo inmunitario y reduce la necesidad de utilizar terapia inmunosupresora o
inmunomoduladora. Si se desea, la terapia inmunosupresora o inmunomoduladora se puede iniciar antes, durante
y/o después del procedimiento del trasplante. Por ejemplo, al receptor del trasplante se le puede administrar
ciclosporina A u otros farmacos inmunosupresores. También puede inducirse tolerancia inmunoldgica antes del
trasplante mediante métodos alternativos conocidos en la materia (D. J. Watt et al., 1984, Clin. Exp. Immunol. 55:
419; D. Faustman et al., 1991, Science 252: 1701).

En consonancia con la presente invencién, las CDM pueden administrarse a tejidos corporales, incluyendo tejido
epitelial (es decir., piel, lumen, etc.), tejido muscular (es decir musculo liso) y a diversos tejidos de érganos tales
como los 6rganos que estan asociados al sistema urolégico (es decir., vejiga, uretra, uréter, rifones, etc.).

La cantidad de células en una suspension de CDM y el modo de administracién puede variar dependiendo del lugar
y de la afeccién que se esté tratando. Como ejemplos no limitantes, de acuerdo con la presente invencién, para el
tratamiento de la incontinencia urinaria se inyectan aproximadamente 3-5X10° CDM (véase el Ejemplo 3). En
consonancia con los Ejemplos desvelados en el presente documento, un médico con practica puede modular las
cantidades y los métodos de los tratamientos basados en CDM de acuerdo con los requisitos, las limitaciones y/o las
optimizaciones determinadas en cada caso.

Condiciones del lumen: En otra realizacién, las CDM y composiciones de las mismas de acuerdo con la presente
invencion, tienen utilidad adicional como tratamientos para afecciones del lumen en un sujeto animal o mamifero,
incluyendo seres humanos. Especificamente, las células progenitoras derivadas de musculo se utilizan para
bloguear, potenciar, alargar, sellar reparar, rellenar o llenar, completa o parcialmente, diversos limenes o espacios
vacios dentro del cuerpo. Los limenes incluyen, sin limitacién, la uretra. Los espacios vacios pueden incluir, sin
limitacion, diversas heridas tisulares (es decir, pérdida de muisculo y de volumen de tejido blando debido a
traumatismo; destruccion de tejido blanco debido a proyectiles penetrantes tales como una herida por arma blanca o
herida de bala; pérdida de tejido blando por enfermedad o muerte tisular debido a la extirpacion quirdrgica del tejido,
incluida la pérdida de tejido mamario después de una mastectomia por cancer de mama o una pérdida de tejido
muscular después de una cirugia para tratar sarcoma, etc.), lesiones, fisuras, diverticulos, quistes, fistulas,
aneurismas y otras depresiones o aberturas indeseables o no deseadas que puedan existir dentro del cuerpo de un
animal o mamifero, incluyendo seres humanos. Para el tratamiento de afecciones del lumen, las CDM se preparan
como se desvela en el presente documento y después se administran, por ejemplo, mediante inyeccidon o suministro
intravenoso, al tejido luminal para llenar o reparar el espacio vacio. La cantidad de CDM introducida se modula para
reparar espacios vacios grandes o pequefios en un entorno de tejido blando, segln sea necesario.
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Afecciones del esfinter: Las CDM y sus composiciones de acuerdo con la presente invencion, también pueden
utilizarse para el tratamiento de una lesion, debilitamiento, enfermedad o disfuncion del esfinter en un animal o
mamifero, incluyendo seres humanos. En particular, las CDM se utilizan para aumentar los tejidos de los esfinteres
urinarios. Mas especificamente, la presente invencion proporciona tratamientos de aumento de tejidos blandos para
la incontinencia urinaria. Para el tratamiento de defectos del esfinter, las CDM se preparan como se describe en el
presente documento y después se administran al tejido del esfinter, por ejemplo, mediante inyeccion, para
proporcionar volumen, relleno o soporte adicional. El nimero de CDM introducido se modula para proporcionar
diversas cantidades de material de relleno segin sea necesario. Por ejemplo, para el tratamiento de la incontinencia
urinaria se inyectan aproximadamente 3-5X10% CDM (véase el Ejemplo 3).

Ademas, como ejemplo, las CDM y sus composiciones pueden utilizarse para incidir en la contractilidad del tejido
muscular liso, tal como tejido urinario o vesical. Por tanto, la presente invencién también incluye el uso de las CDM
de la invencion en el restablecimiento de la contracciébn muscular, y/o mejorar o superar los problemas de
contractilidad del musculo liso.

Células derivadas de musculo modificadas por ingenieria genética

En otro aspecto de la presente invencién, las CDM de esta invencion pueden modificarse por ingenieria genética
para que contengan una o mas secuencias de acido nucleico que codifiquen una o mas biomoléculas activas y para
expresar estas biomoléculas, incluyendo proteinas, polipéptidos, péptidos, hormonas, metabolitos, farmacos,
enzimas y similares. Dichas CDM pueden ser histocompatibles (autélogas) o no histocompatibles (alogénicas) para
el receptor, incluyendo seres humanos. Estas células pueden servir como sistemas de suministro local prolongado
para una diversidad de tratamientos, por ejemplo, incontinencia urinaria.

En la presente invencion se prefieren células progenitoras autélogas derivadas de musculo, que no reconoceran
como extrano al receptor. A este respecto, las CDM utilizadas para la transferencia o suministro de genes mediado
por células, seran deseablemente compatibles con respecto al locus del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC o HLA en seres humanos). Dichas células compatibles con MHC o HLA pueden ser autdlogas. Como
alternativa, las células pueden ser de una persona que tenga el mismo perfil antigénico MHC o HLA o uno similar. El
paciente también puede tolerizarse con respecto a los antigenos MHC alogénicos. La presente invencion también
incluye el uso de células que carecen de antigenos de MHC de Clase | y/o Il, tal como se describe en la Patente de
Estados Unidos n.? 5.538.722.

Las CDM pueden modificarse por ingenieria genética mediante una diversidad de técnicas moleculares y métodos
conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, transfeccion, infeccién o transduccién. La transduccion, como
se utiliza en el presente documento, se refiere habitualmente a células que se han modificado por ingenieria
genética para que contengan un gen extrafio o heterélogo introduciendo en las células un vector virico o no virico. La
transfeccion se refiere mas habitualmente a células que se han modificado por ingenieria genética para que
contengan un gen extrafio contenido en un plasmido, o en un vector no virico. Las CDM pueden transfectarse o
transducirse mediante diferentes vectores y, por tanto, pueden servir como vehiculos de suministro de genes para
transferir los productos expresados al musculo.

Aunque los vectores viricos son los preferidos, los expertos en la materia apreciaran que la modificacion de las
células por ingenieria genética para que contengan secuencias de acido nucleico que codifiquen las proteinas o
polipéptidos, citocinas y similares deseados, puede realizarse mediante métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos n.? 5.538.722, incluyendo fusion, transfeccion,
lipofeccion mediada por el uso de liposomas, electroporacién, precipitacién con fosfato de calcio o DEAE-Dextrano,
bombardeo de particulas (biolistica) con particulas recubiertas de acido nucleico (por ejemplo particulas de oro),
microinyeccion y similares.

En la técnica se conocen bien vectores para introducir acido nucleico (ADN o ARN) heter6logo (es decir, extrafio) en
las células musculares para la expresion de productos bioactivos. Dichos vectores poseen una secuencia promotora,
preferentemente, un promotor que es especifico de célula y se coloca cadena arriba de la secuencia a expresar. Los
vectores también pueden contener, opcionalmente, uno 0 mas genes marcadores de expresables para la expresion
como una indicacion de éxito en la transfeccion y expresion de las secuencias de acido nucleico contenidas en el
vector.

Como ejemplos ilustrativos de vehiculos o construcciones de vectores para la transfeccion o infeccion de las células
derivadas de musculo de la presente invencién se incluyen vectores viricos con replicacion defectuosa, vectores de
virus de ADN o de virus de ARN (retrovirus), tales como adenovirus, virus del herpes simple y vectores viricos
adenoasociados. Los vectores viricos adenoasociados son monocatenarios y permiten el suministro eficaz de
multiples copias de acido nucleico al nlcleo de la célula. Se prefieren los vectores adenoviricos. Normalmente, los
vectores careceran sustancialmente de cualquier ADN procariota y pueden comprender diversas secuencias
diferentes de 4acidos nucleicos funcionales. Como ejemplos de dichas secuencias funcionales se incluyen
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polinucleétidos, por ejemplo, ADN o ARN, secuencias que comprenden secuencias reguladoras de iniciacion y de
terminacién transcripcional y de traduccién, incluyendo promotores (por ejemplo, promotores fuertes, promotores
inducibles y similares) y potenciadores que son activos en células musculares.

También se incluye, como parte de las secuencias funcionales, una fase de lectura abierta (secuencia de
polinucleétidos) que codifica una proteina de interés; pudiendo también incluirse secuencias flanqueantes para la
integracion dirigida a sitio. En algunas situaciones, la secuencia flanqueante en 5' permitird la recombinacién
homoéloga, cambiando de este modo la naturaleza de la regién de iniciacién transcripcional, para proporcionar
transcripcion inducible o no inducible para aumentar o disminuir el nivel de transcripcién, como ejemplo.

En general, la secuencia de acido nucleico deseada a expresar por la célula progenitora derivada de musculo, es la
de un gen estructural, o un fragmento funcional, segmento o parte del gen, que es heterélogo con respecto a la
célula progenitora derivada de musculo y que codifica un producto proteico o polipeptidico deseado, por ejemplo. El
producto codificado y expresado puede ser intracelular, es decir, estar retenido en el citoplasma, en el ntcleo, o en
un organulo de una célula, o puede secretarlo la célula. Para la secrecion, la secuencia sefial natural presente en el
gen estructural puede retenerse, o puede utilizarse una secuencia sefal que no esté presente de manera natural en
el gen estructural. Cuando el polipéptido o péptido es un fragmento de una proteina que es mas grande, también
puede proporcionarse una secuencia sefial de tal manera que, después de la secrecién y procesamiento en el sitio
de procesamiento, la proteina deseada tendra la secuencia natural. Como ejemplos de genes de interés para su uso
de acuerdo con la presente invencion, se incluyen genes que codifican factores de crecimiento celular, factores de
diferenciacion celular, factores de sefalizacion celular y factores de muerte celular programada. Como ejemplos
especificos se incluyen, pero sin limitacién, genes que codifican BMP-2 (rhBMP-2), IL-IRa, Factor IX y conexina 43.

Como se ha mencionado anteriormente, un marcador puede estar presente para la seleccién de células que
contienen la construccién del vector. El marcador puede ser un gen inducible o no inducible y generalmente permitira
la seleccion positiva bajo induccion, o sin induccién, respectivamente. Como ejemplos de genes marcadores
habitualmente utilizados se incluyen neomicina, dihidrofolato reductasa, glutamina sintetasa y similares.

El vector empleado generalmente también incluird un origen de replicacion y otros genes que son necesarios para la
replicacién en las células hospedadoras, como habitualmente emplean los expertos en la materia. Como ejemplo, el
sistema de replicacién que comprende el origen de replicacion y cualquiera de las proteinas asociadas con la
replicacién, codificadas por un virus particular, pueden incluirse como parte de la construccién. El sistema de
replicacion debe seleccionarse de tal manera que los genes que codifican los productos necesarios para replicacion
no transformen finalmente las células derivadas de miusculo. Dichos sistemas de replicacién se representan
mediante adenovirus con replicacién defectuosa, construidos como describen, por ejemplo, G. Acsadi et al., 1994,
Hum. Mol. Genet 3: 579584, y virus de Epstein-Barr. Son ejemplos de vectores con replicacion defectuosa, en
particular, vectores retroviricos con replicacion defectuosa, BAG, descrito por Price et al., 1987, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 84: 156; y Sanes et al., 1986, EMBO J., 5:3 | 33. Se entendera que la construcciéon génica final puede
contener uno 0 mas genes de interés, por ejemplo, un gen que codifica una molécula metabdlica bioactiva. Ademas,
utilizando métodos y protocolos conocidos y practicados por los expertos en la materia, se puede emplear ADNc,
ADN producido sintéticamente o ADN cromosémico.

Si se desea, para modificar por ingenieria las células antes de la inyeccién in vivo de las mismas, pueden utilizarse
vectores viricos infecciosos con replicacion defectuosa. A este respecto, los vectores pueden introducirse en células
productoras de retrovirus para el empaquetado anfotrofico. La expansién natural de las células progenitoras
derivadas de musculo en regiones adyacentes evita una gran cantidad de inyecciones en el interior o en el lugar o
lugares de interés.

En otro aspecto, esta divulgacion proporciona suministro génico ex vivo a células y tejidos de un hospedador
mamifero receptor, incluyendo seres humanos, utilizando las CDM, por ejemplo, células musculares progenitoras
tempranas, que se han transducido por virus utilizando un vector adenovirico modificado por ingenieria genética para
contener un gen heter6logo que codifique un producto génico deseado. Dicha estrategia ex vivo proporciona la
ventaja de la transferencia eficaz de genes viricos, que es superior a las estrategias directas de transferencia de
genes. El procedimiento ex vivo implica el uso de las células progenitoras derivadas de musculo a partir de células
aisladas de tejido muscular. La biopsia muscular que servira como la fuente de células progenitoras derivadas de
musculo, puede obtenerse de un lugar de lesién o de cualquier otra zona que el cirujano pueda obtener mas
facilmente.

Se apreciara que, de acuerdo con la presente invencién, utilizando diversos procedimientos conocidos en la materia,
pueden obtenerse aislados clonales de la poblacion de células progenitoras derivadas de musculo (es decir, células
PP6 o células que se adhieren lentamente), por ejemplo, dilucién limitante en placas en medio de cultivo tisular. Los
aislados clonales comprenden células genéticamente idénticas que se originan de una célula solitaria, individual.
Ademés, como se ha descrito anteriormente, pueden obtenerse aislados clonales utilizando analisis FACS, seguido
de dilucién limitante para obtener una célula individual por pocillo para establecer una linea celular clonalmente
aislada.
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Las CDM se infectan primero con vectores viricos modificados por ingenieria genética que contienen al menos un
gen heter6logo que codifica un producto génico deseado, suspenderse en un transportador o excipiente
fisiologicamente aceptable, tal como solucién salina o solucion salina tamponada con fosfato y después
administrarse a un lugar apropiado en el hospedador. En consonancia con la presente invencién, las CDM pueden
administrarse a tejidos corporales, incluyendo hueso, tejido epitelial, tejido conectivo, tejido muscular y diversos
tejidos de 6rganos tales como aquellos 6rganos que estan asociados al sistema digestivo, sistema cardiovascular,
sistema respiratorio, sistema reproductor, sistema urolégico y sistema nervioso, como se ha descrito anteriormente.
Las células inyectadas expresan el producto génico deseado, introduciendo asi el producto génico en el hospedador.
Los productos génicos introducidos y expresados pueden utilizarse para tratar, reparar o mejorar la lesién, disfuncién
o enfermedad, debido a que las CDM de la invencion los expresan durante largos periodos de tiempo, y a que tienen
una supervivencia prolongada en el hospedador.

En estudios de modelos animales de terapia génica mediada por mioblastos, se necesitd la implantacién de 108
mioblastos por 100 mg de musculo para la correccién parcial de defectos enzimaticos musculares (véase, J. E.
Morgan et al., 1988, J. Neural. Sci. 86:137; T. A. Partridge et al., 1989, Nature 337: 176). Extrapolando estos datos,
para terapia génica en un individuo de 70 kg, pueden implantarse aproximadamente 10> CDM suspendidas en un
medio fisiolégicamente compatible en tejido muscular. Esta cantidad de CDM de la invencion puede producirse a
partir de una sola biopsia de musculo esquelético de 100 mg de una fuente humana (véase mas adelante). Para el
tratamiento de un lugar de lesion especifico, una inyeccion de las CDM modificadas por ingenieria genética en un
tejido o lugar de lesion determinado, comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de células en solucién o
suspension, preferentemente, de aproximadamente 10° a 10° células por cm® de tejido a tratar, en un medio
fisiolégicamente aceptable.

Ejemplos
Ejemplo 1. Enriquecimiento, aislamiento y analisis de CDM segun el método de presiembra.

Enriquecimiento y aislamiento de las CDM: las CDM se prepararon como se ha descrito (Patente de Estados Unidos
n.? 6.866.842 de Chancellor et al.). Se obtuvieron explantes musculares de las patas traseras de diversas fuentes,
concretamente de ratones mdx (distréficos) de 3 semanas de vida (C57BL/10ScSn mdx/mdx, Jackson Laboratories),
de ratas hembra normales de 4-6 semanas de vida SD (Sprague Dawley) o de ratones SCID (severe combined
immunodeficiency, inmunodeficiencia combinada grave). El tejido muscular de cada una de las fuentes animales se
diseccion6 para eliminar los huesos y se tritur6 dando lugar a una suspension. Después, la suspension se sometid a
digestion a través de incubaciones en serie de 1 hora con colagenasa de tipo Xl al 0,2 %, dispasa (grado Il, 240
unidades) y tripsina 0,1 % a 37 °C. La suspensién celular resultante se pasé a través de agujas de calibre 18, 20 y
22 y se centrifug6é a 3000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, las células se suspendieron en medio de cultivo
(DMEM complementado con suero bovino fetal al 10 %, suero equino al 10 %, extracto de embrién de pollo al 0,5 %
y penicilina/estreptomicina al 2 %). Después, las células se presembraron en matraces cubiertos con colageno
(Patente de los Estados Unidos n.® 6.866.842 de Chancellor et al.). Después de aproximadamente 1 hora, el
sobrenadante se elimin6 de los matraces y se resembrd en un matraz cubierto con colageno reciente. Las células
que se adhirieron rapidamente en esta 1 hora de incubacion, eran principalmente fibroblastos (Z. Qu et al., citados
anteriormente; Patente de Estados Unidos n.2 6.866.842 de Chacellor et al.). El sobrenadante se elimin6 y resembré
después de que el 30-40 % de las células se hubiese adherido a cada matraz. Después de aproximadamente 5-6
siembras en serie, el cultivo se enriquecié con pequefas células redondas, denominadas células PP6, que se
aislaron de la poblacion de células inicial y se utilizé en estudios posteriores. Las células adherentes aisladas en las
siembras tempranas se agruparon entre si y se denominaron células PP1-4.

Las poblaciones de células mdx PP1-4, mdx PP6, PP6 normales y fibroblastos se examinaron mediante andlisis
inmunohistoquimico para la expresion de marcadores celulares. En la Tabla 1 se muestran los resultados de este
analisis.

TABLA 1

Marcadores celulares expresados en poblaciones de células PP1-4 y PP6.

células mdx PP1-4 células mdx PP6 células no PP6 fibroblastos
desmina +/- + + -
CD34 - + + -
Bcl-2 () + + -
Flk-1 nd + + -
Sca-1 nd + + i,
M cadherina -/+ -/+ -/+ -
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MioD -/+ +/- +/- -
miogenina -/+ +/- +/- -

Las células mdx PP1-4, mdx PP6, PP6 normales y los fibroblastos se obtuvieron mediante la técnica de presiembra
y se examinaron mediante andlisis inmunohistoquimico. "-" indica que menos del 2 % de las células mostré
expresion; "(-)";"-/+" indica que el 5-50 % de las células mostr6 expresion; "+/-" indica que ~ el 40-80 % de las células
mostré expresion; "+" indica que >95 % de las células mostré expresién; "nor" indica células normales; "nd" indica
que los datos inmunohistoquimicos no estan disponibles.

Se observa que los ratones tanto mdx como normales mostraron distribucién idéntica de todos los marcadores
celulares analizados en este ensayo. Por tanto, la presencia de la mutacién mdx no afecta a la expresion del
marcador celular de la poblacion derivada de células musculares PP6 aisladas.

Las CDM se cultivaron en un medio de proliferacién que contenia DMEM (Medio Eagle Modificado de Dulbecco) con
FBS (suero bovino fetal) al 10 %, HS (suero equino) al 10 %, extracto de embrién de pollo al 0,5 %, y
penicilina/estreptomicina al 1%, o medio de fusién que contenia DMEM complementado con suero bovino fetal al
2 % y solucion de antibiéticos al 1 %. Todos los medios proporcionados se adquirieron en Gibco Laboratories (Grand
Island, N. Y.).

Ejemplo 2. Enriquecimiento, aislamiento y analisis de CDM segun el método de siembra individual.
Enriquecimiento y aislamiento de las CDM

Se aislaron poblaciones de CDM que se adhieren rapidamente y lentamente de muisculo esquelético de un sujeto
mamifero. El sujeto puede ser un ser humano, una rata, un perro u otro mamifero. El tamafo de la biopsia variaba
de 42 a 247 mg.

El tejido de biopsia de musculo esquelético se coloc6 inmediatamente en medio hipotérmico frio
(HYPOTHERMOSOL® (BioLife) complementado con sulfato de gentamicina (100 ng/ml, Roche)) y se conservo a
4 °C. Después de 3 a 7 dias, el tejido de biopsia se retiré de la conservacién y se inicié la produccion. Se disecciond
cualquier tejido conectivo o no muscular de la muestra de biopsia. El tejido muscular restante que se utilizé para el
aislamiento se pesé. El tejido se desmenuz6 en Solucién Salina Equilibrada de Hank (HBSS), se transfirié a un tubo
coénico y se centrifugd (2.500xg, 5 minutos). Después, el sedimento se resuspendié en una solucion Enzimatica para
Digestion (Liberase Blendzyme 4 (0,4-1,0 U/ml, Roche)). Se utilizaron 2 ml de soluciéon Enzimatica para Digestion
por 100 mg de tejido de biopsia y se incubd durante 30 minutos a 37 °C en una placa rotatoria. Después, las
muestras se centrifugaron (2.500xg, 5 minutos). El sedimento se resuspendié en medio de cultivo y se pas6 a través
de un tamiz celular de 70 pm. Los medios de cultivo utilizados para los procedimientos descritos en este Ejemplo
fueron Medio de Cultivo Endotelial de Cambrex EGM-2 basal complementado con los siguientes componentes: i.
suero bovino fetal 10 % (v/v), y ii. Cambrex EGM-2 SingleQuotKit, que contiene: Factor de Crecimiento de Insulinico
1 (IGF-1), Factor de Crecimiento de Fibroblastos Basico (bFGF), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF),
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), Hidrocortisona, Heparina y Acido Ascorbico. La solucion celular filtrada se
transfirid después a un matraz de cultivo T25 y se incub6 durante 30-120 minutos a 37 °C en CO:z al 5 %. Las células
que se unieron a este matraz se denominaron "células que se adhieren rapidamente”.

Después de la incubacién, el sobrenadante del cultivo celular se retird del matraz T25 y se colocé en un tubo cénico
de 15 ml. El matraz de cultivo T25 se lavé con 2 ml de medio de cultivo tibio y se transfirié al tubo cénico de 15 ml
mencionado anteriormente. El tubo conico de 15 ml se centrifug6 (2.500xg, 5 minutos). El sedimento se resuspendio
en medio de cultivo y se transfirié a un nuevo matraz de cultivo T25. El matraz se incub6 durante ~2 dias a 37 °C en
CO2 al 5% (las células que se unieron a este matraz se denominaron "células que se adhieren lentamente").
Después de la incubacién, el sobrenadante del cultivo celular se aspiré y se afiadié al matraz un nuevo medio de
cultivo. Después, el matraz volvié al incubador para la expansién. Los pases de cultivo estandar se llevan a cabo de
aqui en adelante para mantener la confluencia de células en el matraz de cultivo a menos del 50%. Se utilizd
tripsina-EDTA (0,25 %, Invitrogen) para desprender del matraz las células adherentes durante los pases. La
expansion tipica de las "células que se adhieren lentamente” duré un promedio de 17 dias (comenzando desde que
se inicié el dia de la produccién) para conseguir un numero de células viable total promedio de 37 millones de
células.

Una vez conseguido el numero de células deseado, las células se recogieron del matraz utilizando Tripsina-EDTA y
se centrifugd (2.500xg, 5 minutos). El sedimento se resuspendié en solucién BSS-P (HBSS complementado con
albdmina de suero humano (2 % v/v, Suero Care Life)) y se realizd el recuento. Después, la solucién celular se
centrifugd de nuevo (2.500xg, 5 minutos), se resuspendié con medio de criopreservacion (CRYOSTOR™ (Biolife)
complementado con albumina de suero humano (2 % v/v, Sera Care Life Sciences)) a la concentracién celular
deseada, y se envaso en el vial apropiado mediante conservacién criogénica. El criovial se colocd en un recipiente
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de congelacion y se puso en el congelador a -80 °C. Las células se administraron descongelando la suspension
celular congelada a temperatura ambiente con un mismo volumen de solucion salina fisioldgica y se inyectaron
directamente (sin manipulacién adicional). La caracterizacion del linaje de las poblaciones de células que se
adhieren lentamente mostré: células miogénicas (87,4 % CD56+, 89,2 % desmina+), endoteliales (0,0 % CD31+),
hematopoyéticas (0,3 % CD45+) y fibroblastos (6,8 % CD90+/CD56-).

Analisis para la caracterizacion de CDM enriquecidas y aisladas

Después de la disociacion del tejido de musculo esquelético de biopsia, recogieron dos fracciones de células
basandose en su adhesion rapida o lenta a los matraces de cultivo, como se ha descrito anteriormente. Después,
como también se ha descrito anteriormente, las células se expandieron en cultivo con medio de crecimiento y
después se congelaron en medio de criopreservacion (3 x 105 células en 15 pl) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Para
el grupo de control, en el tubo se colocaron 15 pl de medio de criopreservacion solo. Estos tubos se conservaron a -
80 °C hasta la inyecciéon. Inmediatamente antes de la inyeccion, un tubo se retir6 del almacenamiento, se
descongel6 a temperatura ambiente y se resuspendié con 15 ul de solucién de cloruro de sodio al 0,9 %. Después,
la solucion restante de 30 pl se extrajo en una jeringa de insulina de 0,5 cc con una aguja de calibre 30. El
investigador que realizaba la cirugia y la inyeccién desconocia lo que contenian los tubos.

El recuento y la viabilidad celular se midieron utilizando un citometro de flujo Guava y el kit de ensayo Viacount
(Guava). CD56 se midié por citometria de flujo (Guava) utilizando anticuerpo anti-CD56 conjugado con PE (1:50, BD
Pharmingen) y anticuerpo monoclonal de control de isotipo conjugado con PE (1:50, BD Pharmingen). La desmina
se midié por citometria de flujo (Guava) en células fijadas con paraformaldehido (BD Pharmingen) utilizando un
anticuerpo monoclonal de desmina (1:100, Dako) y un anticuerpo monoclonal de control de isotipo (1:200, BD
Pharmingen). El marcaje fluorescente se realiz6 utilizando un anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con Cy3
(1:250, Sigma). Entre las etapas, las células se lavaron con tampoén de permeabilizacién (BD Pharmingen). Para el
ensayo de creatina quinasa (CK), se sembraron 1 x 105 células por pocillo en una placa de 12 pocillos en un medio
inductor de diferenciacion. Después de 6 dias, las células se recogieron por tripsinizacion y se centrifugaron en un
sedimento. El sobrenadante de la lisis celular se ensay6 para determinar la actividad CK utilizando el kit CK LIQUI-
UV® (Stanbio).

Ejemplo 3. Tratamiento de incontinencia urinaria con CDM humanas en un modelo de rata.

El tratamiento con CDM humanas condujo al restablecimiento de la presion del punto de pérdida (PPP) de nuevo a
niveles normales en un modelo experimental de incontinencia urinaria por estrés (IUE). Las CDM humanas
inyectadas aliviaron la incontinencia urinaria en un modelo de rata bien establecido.

Estos experimentos demuestran la prueba de concepto y la viabilidad del uso de la terapia celular humana para la
aplicacion urolégica. Las CDM humanas se recogieron de una biopsia de musculo de un tamafo clinicamente
obtenible y de los mejores resultados fisioldgicos durante hasta cuatro semanas en un modelo de rata
inmunocomprometida de IUE. La evaluacion histolégica demostr6 atrofia del musculo periuretral solo en el grupo
tratado con inyeccién simulada. Las CDM humanas estaban presentes en el esfinter uretral de ratas desnudas 4
semanas después de la inyeccion. El tratamiento con CDM humanas condujo al restablecimiento de la PPP de
nuevo a niveles casi normales en un modelo experimental de IUE en la rata desnuda.

Animales: Los experimentos descritos a continuacion se realizaron utilizando ratas hembra desnudas (sin pelo)
atimicas, de 6-8 semanas de vida (Hsd:RH-rnu, Harlan Laboratory). EI Animal Research Care Committee of
Children’s Hospital of Pittsburgh aprobé los protocolos procedimentales. Las politicas y los procedimientos del
laboratorio animal son conforme a los detallados en la guia para el 'Cuidado y uso de animales de laboratorio'
publicada por el Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos.

Denervacion del nervio cidtico (modelo de IUE): Se cre6 un modelo de IUE bien establecido mediante transeccién
bilateral del nervio ciatico. Las ratas recibieron anestesia con isoflurano (2 I/min) y, después de la induccién
apropiada, se realizaron incisiones dorsales verticales bilaterales sobre la fosa isquiorrectal. Bajo un microscopio de
operacion, el nervio ciatico de cada lado se identifico y 2 mm de estos troncos se extirparon distalmente a su origen
desde la columna vertebral, aunque proximal a la ramificacién del nervio pudendo.

Aislamiento de CDM humanas: Las CDM humanas utilizadas en este estudio se aislaron de tejido musculo
esquelético humano (~250 mg) recogido del musculo recto abdominal de un solo donante y se aislaron segun la
técnica de siembra individual descrita anteriormente. La expansién del cultivo se realizé en un medio de marca sin
antibiético complementado con suero bovino fetal al 10 %. Se realizd analisis de citometria de flujo de las
suspensiones CDM para evaluar el contenido miogénico mediante marcaje con anticuerpos de expresion de CD56
(BD Pharmingen). Las CDM se crioconservaron a una concentracién de 1x10°® células viables/10 pyl. Para la
inyeccién simulada, también se prepararon alicuotas distintas solo de medio transportador.
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Procedimiento de inyeccién: Siete dias después de la denervacion, con anestesia de isoflurano (2 I/min), se realiz6
una incision en la linea media baja para exponer la vejiga y la uretra. Las suspensiones de CDM crioconservadas o
simuladas se descongelaron con el mismo volumen de solucion salina justo antes de la inyeccion. Para inyectar
10 pl (5x 10% células) de una alicuota de suspension de CDM o simulada en cada pared lateral de la uretra media se
utilizd una jeringa de insulina de 3/10 ml con una guia microscopica. Los animales no denervados, no inyectados y
de la misma edad sirvieron como controles.

Medicién in vivo de cistometria (CMG) y de la presion del punto de pérdida (PPP): Se realizaron mediciones
funcionales in vivo 4 semanas después de las inyecciones. Con anestesia de uretano (inyeccién subcutanea de
1,2 g/kg), se realizé una incision abdominal en la linea media y los uréteres se ligaron. En el domo de la vejiga, se
insert6 un catéter transvesical con una punta acampanada (PE-90) para el llenado de la vejiga y para registrar la
presion, y el abdomen se cerr6. Se conect6 una llave de paso de tres vias al tubo transvesical para controlar la
presion de la vejiga durante la cistometria (infusién continua de solucién salina normal a una velocidad de
0,04 ml/min). El volumen miccional, la capacidad de la vejiga y la presién miccional maxima se controlaron. Después
de la cistometria, todas las ratas se sometieron a una seccion transversal de la médula espinal a nivel de la T9 para
eliminar la actividad vesical espontanea en respuesta al aumento de las presiones intravesicales. Las ratas se
instalaron después en una mesa basculante y se colocaron en posicién vertical. La presion intravesical se pinz6
conectando una jeringa grande de 50 ml al catéter de la vejiga y al transductor de presién mediante un tubo PE-190
y llaves de paso de tres vias. El deposito se instalé en un poste vertical medido para el ajuste de altura controlado.
La presion intravesical se increment6 en etapas de 1-3 cmH20 desde cero hasta la identificacion visual de la
pérdida; esta presion se identifico como la PPP. Se obtuvieron tres lecturas consecutivas y se realiz6 un promedio
de cada animal y se presenté como una sola PPP.

Tejido recogido e histologia: Inmediatamente después de la medicion de la PPP, se extrajo todo el complejo de
vejiga-uretra. Los tejidos se congelaron instantdneamente utilizando 2-metilbutano preenfriado en nitrégeno liquido.
Las criosecciones de la uretra se marcaron con hematoxilina/eosina (H&E) para la histologia general y también se
marcaron con inmunofluorescencia con anticuerpos anti ldminas A/C especificos de ser humano (Novocastra, U.K.)
para seguir el destino de las CDM inyectadas.

Anadlisis Estadistico: los datos se presentan como media + ET. Se realizaron comparaciones globales entre grupos
utilizando andlisis de varianza unidireccional (prueba de comparacién multiple de Tukey). Un valor de p menor de
0,05 se acepté como significativo.

Las suspensiones de CDM inyectadas contenian células miogénicas al 87,7 % (CD56 positivas); las restantes
células eran fibroblasticas. No se observaron efectos adversos graves en ninguna rata en los grupos que recibieron
inyeccién de control, simulada y de CDM. Sin embargo, en un animal, se encontrd una obstruccién parcial del orificio
externo de la uretra (meato urinario) debido a una infeccién en la zona perineal, tanto en los grupos que recibieron
inyecciéon simulada como en los que recibieron inyeccion de CDM humanas. Por lo tanto, estos animales se
excluyeron de los analisis funcionales.

Medicion de CMG y PPP: No se observaron diferencias en ningln parametro cistométrico medido entre los grupos
de control, simulado y tratado con CDM humanas (Tabla 2).

Tabla 2. Variables cistométricas en cada grupo.

Parametros cistométricos Control Simulado CDM Valor de p
Presion miccional maxima (cmH:0) 29,8114 29,312.8 33,715,8 0,677
Capacidad de la vejiga (ml) 0,40+0,06 0,36+0,09 0,34+0,03 0,827

La denervacion del esfinter de la uretra produjo una disminucién significativa de la PPP de los grupos de control a
simulados (Figura 1) (43,4%0,6 a 27,8+0,7 cmH20, respectivamente; p<0,05). La PPP se restableci6 a niveles
significativamente mas altos después de la inyeccion de CDM (35,7+2,0 cmH20) cuando se compar6 con el grupo de
inyeccién simulada (p<0,05); sin embargo, a las 4 semanas, este nivel de restablecimiento permanecio
significativamente mas bajo que el del grupo de control (p<0,05).

Anadlisis histoldgico: En las ratas denervadas, el esfinter uretral proximal era atréfico a las 4 semanas en
comparacioén con el control (Figura 2). Los ndcleos humanos presentes en el tejido del esfinter de rata se revelaron
mediante marcaje inmunofluorescente utilizando un anticuerpo especifico de ser humano contra las proteinas de la
envoltura nuclear, laminas A y C. Los tejidos del grupo inyectado con CDM mostraron un claro marcaje positivo de
numerosos nucleos humanos incorporados en el musculo del esfinter externo (estriado) (Figura 3).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de preparacion de un agente de relleno de tejido blando de las vias urinarias, que comprende células
progenitoras derivadas de musculo (CDM), comprendiendo el proceso:

(a) suspender las células de musculo esquelético aisladas de un ser humano, en un primer recipiente de cultivo
celular durante entre 30 y 120 minutos;

(b) decantar los medios del primer recipiente de cultivo celular a un segundo recipiente de cultivo celular;

(c) cultivar las células en el segundo recipiente de cultivo celular durante 1-3 dias para permitir que las células
restantes que permanecen en los medios se unan a las paredes del segundo recipiente de cultivo celular;

(d) aislar las células de las paredes del segundo recipiente de cultivo celular, en el que las células aisladas son
CDM.

2. El proceso de la reivindicacién 1, en el que las células de musculo esquelético humano aisladas se enfrian a una
temperatura inferior a 10 °C y se conservan durante 1-7 dias antes de resuspenderlas en la etapa (a), y en el que el
proceso de obtencién de las CDM comprende adicionalmente las etapas de:

(e) cultivar las CDM aisladas en la etapa (d) para expandir su nimero;
(f) congelar las CDM preparadas en la etapa (e) a una temperatura inferior a -30 °C; y
(g) descongelar las CDM preparadas en la etapa (f).

3. Una poblacién de células que contiene las CDM para su uso en un método de tratamiento de la incontinencia
urinaria por estrés (IUE) en un sujeto humano que lo necesite, en la que la poblaciéon de células que contiene las
CDM se ha obtenido mediante un proceso que comprende:

(a) suspender células aisladas de musculo esquelético del sujeto humano en un primer recipiente de cultivo
celular durante entre 30 y 120 minutos para adherir una primera poblacion de células al recipiente y dejar en el
recipiente una segunda poblacion de células no adherida y en un medio de cultivo;

(b) transferir el medio de cultivo y la segunda poblacion de células desde el primer recipiente de cultivo celular a
un segundo recipiente de cultivo celular;

(c) cultivar las células en el segundo recipiente de cultivo celular durante 1-3 dias para permitir a las células de la
segunda poblacion de células unirse al segundo recipiente de cultivo celular;

(d) aislar las células unidas al segundo recipiente de cultivo celular para obtener dicha poblacién de células que
contenga las CDM.

4. El uso de una poblacion de células que contiene las CDM en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
de IUE en un sujeto humano que lo necesite, en la que la poblacion de células que contiene las CDM se ha obtenido
mediante un proceso que comprende:

(a) suspender células aisladas de musculo esquelético del sujeto humano en un primer recipiente de cultivo
celular durante entre 30 y 120 minutos para adherir una primera poblacion de células al recipiente y dejar en el
recipiente una segunda poblacién de células no adherida y en un medio de cultivo;

(b) transferir el medio de cultivo y la segunda poblacion de células desde el primer recipiente de cultivo celular a
un segundo recipiente de cultivo celular;

(c) cultivar las células en el segundo recipiente de cultivo celular durante 1-3 dias para permitir que las células de
la segunda poblacion de células se unan al segundo recipiente de cultivo celular;

(d) aislar las células unidas al segundo recipiente de cultivo celular para obtener dicha poblacién de células que
contenga las CDM.

5. Una poblacién de células que contiene las CDM para el uso de la reivindicacion 3, o el uso de la reivindicacion 4,
en la que el tratamiento de la IUE comprende una inyeccion en la uretra o una inyeccion en el musculo periuretral.
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6. Una poblacion de células que contiene las CDM para el uso de la reivindicacion 3, o el uso de la reivindicacion 4,
en la que la poblacién que contiene las CDM, se cultiva para expandir su nimero antes del tratamiento de la IUE.

7. Una poblacién de células que contiene las CDM para el uso de la reivindicacion 3, o el uso de la reivindicacion 4,
en la que después de la etapa (d), la poblacion que contiene las CDM, se expande en nuevos medios de cultivo
durante entre 10 y 20 dias, y preferentemente durante 17 dias.

8. Una poblacién de células que contiene las CDM para el uso de la reivindicacién 3, o el uso de la reivindicacion 4,

en la que el masculo esquelético del sujeto humano se enfria a una temperatura inferior a 10 °C o se enfria a una
temperatura entre la temperatura ambiente y 4 °C y se conserva durante 1-7 dias.
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Figura 3
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