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DESCRIPCION
Método para cultivar células madre mesenquimales de acuerdo con el tamafio de las células
Campo de la invencion

La presente invencioén se refiere a un método para cultivar células madre mesenquimales de acuerdo con el tamafio
celular. Mas particularmente, se refiere a un método para aislar células madre mesenquimales que tienen un tamario
de 8 um o inferior, y para cultivarlas en condiciones particulares, en el que el aislamiento no comprende métodos
para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia y no comprende métodos de diagnostico
practicados en el cuerpo humano o animal.

Antecedentes de la invencion

Una "célula madre" es un nombre genérico para un tipo indiferenciado de célula corporal encontrada en tejidos de
embriones, fetos y adultos, que tiene el potencial de diferenciacién en una diversa gama de tipos de células
especializadas.

Las células madre se pueden clasificar, dependiendo de su potencia, en: células madre pluripotentes, células madre
multipotentes y células madre unipotentes. Las células madre pluripotentes tienen pluripotencia para diferenciarse en
cualquier tipo de células. Las células madre embrionarias y células madre pluripotentes inducidas (iPS) son
representativas de células madre pluripotentes. Las células madre adultas muestran multipotencia y/o unipotencia.
Entre ellas se encuentran las células madre hematopoyéticas, células madre mesenquimales y células madre
neuronales.

A pesar de diversos intentos para usar las células madre embrionarias humanas pluripotentes en terapias celulares,
la alta probabilidad de oncogénesis y respuesta de rechazo inmunolégico todavia permanecen y son obstaculos
dificiles de superar.

En el caso de las células iPS, que son un tipo de células madre revertidas de forma intencionada a partir de células
adultas completamente diferenciadas a su etapa inicial de estadio de células madre embrionarias mediante
reprogramacion, el riesgo de respuesta de rechazo inmunolégico se podria descartar debido a que son células
autdlogas, pero el riesgo de oncogénesis sigue siendo un problema por resolver.

Como una alternativa para resolver estos problemas, se han sugerido células madre mesenquimales porque
presentan efectos inmunomoduladores y no presentan riesgo de oncogénesis. Las células madre mesenquimales
son células madre multipotentes que se pueden diferenciar en una diversidad de tipos de células, incluyendo
adipocitos, osteoblastos, condrocitos, mioblastos, neuroblastos, miocardioblastos, hepatocitos, células beta de los
islotes y células vasculares, y se sabe que tienen la funcién de modular las respuestas inmunoldgicas.

Las células madre mesenquimales se pueden aislar a partir de diversos tejidos, tales como médula 6sea, sangre del
cordén umbilical y tejido adiposo, pero pueden no estar suficientemente definidas porque los marcadores de
superficie celular son algo diferentes entre si de acuerdo con el origen a partir del que se obtienen las células madre
mesenquimales. Generalmente, si se pueden diferenciar en osteoblastos, condrocitos y mioblastos, tienen una
morfologia en forma de huso y expresan los marcadores de superficie CD73(+), CD105(+), CD34(-) y CD45(-), tales
células madre se definen como células madre mesenquimales. En este contexto, las células madre mesenquimales
de diferentes origenes y/o antecedentes genéticos no se diferencian entre si de forma significativa bajo la definicion
convencional, pero son significativamente diferentes entre si en términos de actividad in vivo. Ademas, cuando las
células madre mesenquimales se usan como un agente terapéutico de células exdgenas, un grupo limitado de
células madre mesenquimales no permite otras opciones disponibles, incluso a pesar de su baja actividad in vivo.

Ademas, para aplicar las células madre mesenquimales a la practica clinica, es esencial obtener una gran cantidad
de células en estadios iniciales y cultivarlas con pases, teniendo en cuenta la cantidad limitada de las células madre
mesenquimales que se pueden obtener a partir de tejidos. Sin embargo, las células madre mesenquimales forman
un grupo muy heterogéneo durante los pases, lo que influye en la proliferacion, diferenciacion, y envejecimiento de
las células, haciendo que las células madre mesenquimales sea dificil de desarrollar como agentes terapéuticos.

En un esfuerzo para superar estos problemas, Li J et al., Cell Research, 2008; Majore | et al., Cell Communication
and Signaling, 2009 y Rataiczak MZ et al., Aging, 2012 desvelan una diversidad de métodos para cultivar células
madre mesenquimales. Sin embargo, estos métodos tienen varias desventajas: con los métodos se obtienen células
heterogéneas, haciendo dificil obtener el nimero necesario de células para produccién en masa, y la capacidad
proliferativa de las células disminuye después de cada pase y el envejecimiento de las células evolucionan rapida.
Ademas, el equipo usado en los articulos mencionados anteriormente no era adecuado para un buen proceso de
fabricacion (GMP), haciendo que su aplicacion a procesos de fabricacion reales sea dificil. Como tal, de una
necesidad de un método para extraer grupos homogéneos de células y hacerlas proliferar de forma eficaz y con bajo
coste.
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El documento WO 2013/121426 se refiere al cultivo de células madre mesenquimales obtenidas a partir de, por
ejemplo, sangre del cordén umbilical en un medio que comprende nicotinamida, FGF4, y preferentemente mas de
2 mM de calcio en condiciones de hipoxia. El cultivo en estas condiciones se describe para dar como resultado el
aumento de la prevalencia de células con tamafios mas pequefios de aproximadamente 18-19 um.

Sumario de la invenciéon

Por lo tanto un objeto de la presente invencion es proporcionar un método para cultivar células madre
mesenquimales de forma eficaz.

Ademas en el presente documento se desvelan células madre mesenquimales preparadas usando el método que se
ha mencionado anteriormente, que puede tener una mejora de la capacidad proliferativa y potencial de
diferenciacion.

Ademas en el presente documento se desvela un agente terapéutico celular que comprende las células madre
mesenquimales.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para cultivar células madre
mesenquimales, que comprende las etapas de: (1) aislar células madre mesenquimales que tienen un tamafio de
8 um o inferior; y (2) cultivar las células madre mesenquimales en un medio que contiene de 2,1 a 3,8 mM de calcio
y de 1,0 a 3,0 mM de magnesio en una condicidon de un 2 a un 5% de oxigeno, en el que el aislamiento no
comprende métodos para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia y no comprende
métodos de diagndstico practicados en el cuerpo humano o animal.

Las células madre mesenquimales preparadas con el método que se ha mencionado anteriormente pueden
presentar una mejora de la capacidad proliferativa y el potencial de diferenciacion.

Ademas en el presente documento se desvela un agente terapéutico celular que comprende las células madre
mesenquimales.

Ademas, un objeto de la presente invencion es proporcionar un método para mejorar la capacidad proliferativa y el
potencial de diferenciacién de las células madre mesenquimales, que comprende las etapas de: (1) aislar células
madre mesenquimales que tienen un tamafio de 8 um o inferior; y (2) cultivar las células madre mesenquimales
aisladas en un medio que contiene de 2,1 a 3,8 mM de calcio y de 1,0 a 3,0 mM de magnesio en una condicion de
un 2 a un 5 % de oxigeno, en el que el aislamiento no comprende métodos para el tratamiento del cuerpo humano o
animal mediante cirugia o terapia y no comprende métodos de diagnéstico practicados en el cuerpo humano o
animal.

Las células madre mesenquimales obtenidas con los métodos de la presente invencién se pueden usar como un
agente terapéutico celular.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra fotografias de células madre mesenquimales, de forma que se unan antes del tratamiento con
tripsina (FIG. 1a) y en forma de células individuales después de tratamiento con tripsina. También se muestra un
grafico que ilustra una distribucién del tamafio de las células medido con Cellometer (FIG. 1c).

Las FIGs. 2A y 2B son graficos que muestran distribuciones de tamafio de células medidos con Cellometer, después
de cultivo de células madre mesenquimales (las MSC N.° 1 a N.° 4).

La FIG. 3 es un grafico que muestra la duplicacion de poblacion acumulativa (CPD) de un grupo celular | que tienen
un tamafio pequefio (las MSC N.°1 y N.° 2), y un grupo celular Il que tienen un tamafio celular grande (las MSC
N.° 3 y N.° 4), después de cultivo de las células con pases.

La FIG. 4 es una fotografia microscopica de células madre mesenquimales que tienen un tamafio de 8 um o inferior
(pequenas) obtenidas de acuerdo con un método de la presente invencion.

La FIG. 5a proporciona fotografias microscépicas de un grupo de células no aisladas (original, parte izquierda), un
grupo de células con un tamafio celular que supera 8 ym (grandes, parte media), y un grupo celular con un tamafio
de células de 8 uym o inferior (pequefos, parte derecha). Las FIGs. 5b y 5c son graficos que muestran capacidad de
proliferacion y duplicaciéon de poblacién acumulativa (CPD) de los tres grupos, respectivamente.

La FIG. 6 son graficos que muestran capacidad proliferativa de acuerdo con la proporcién de células mesenquimales
que tienen un tamafio de 8 ym o inferior. Los grupos 1 a 5 en los graficos se refieren a células madre
mesenquimales (MSC) formadas por: las MSC que superan 8 um (100 %); las MSC que superan 8 ym (75 %) + las
MSC de 8 ym o menos (25 %); las MSC que superan 8 ym (50 %) + las MSC de 8 ym o menos (50 %); las MSC que
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superan 8 um (25 %) + las MSC de 8 ym o menos (75 %); y las MSC de 8 ym o menos (100 %), respectivamente.
La capacidad proliferativa de cada grupo se presenta como un porcentaje de aumento en comparacién con el
Grupo 1.

La FIG. 7 muestra resultados de examen de una forma celular (a, b) y capacidad de proliferacion de las células (c),
después de cultivo de un grupo celular con un tamafio de 8 pum o menos (pequefias) y grupo de células no aisladas
(original), en una condicion de cultivo convencional (control), condiciéon de calcio adicional (incluyendo magnesio)
(Ca?* (Mg?*)), condicion de hipoxia (hipoxia), y condicion de calcio (incluyendo magnesio) adicional/condicion de
hipoxia (CMH).

La FIG. 8 proporciona graficos que muestran resultados de medicion de la capacidad de proliferacion (8A) y
duplicacion de poblacién acumulativa (8B), después de cultivo de grupo de células aisladas (original) y grupos de
células pequefias de 4 tipos de células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical (las
MSC N.° 1 a N.° 4) con pases en una condicion de cultivo convencional y una condiciéon de CMH.

La FIG. 9 es el resultado de recuentos celulares después de cultivo de un tipo de células madre mesenquimales
obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical (MSC N.° 1) en los medios que contienen calcio a la concentracion
de 1,8 a 4,4 mM durante 6 dias.

La FIG. 10 es el resultado de recuentos celulares después de cultivo de un tipo de células madre mesenquimales
obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical (MSC N.° 1) en las condiciones de oxigeno normal (normoxia), y un
3 % y un 5 % de oxigeno.

La FIG. 11 proporciona resultados de transferencia de Western y un grafico de cuantificacion que muestra los niveles
de expresion de p53 y p21 (marcadores inhibidores de la proliferacion) después de cultivo del grupo de células
originales y grupo de células pequefias en una condicion de cultivo convencional y una condicion de CMH.

Las FIGs. 12A y 12B proporcionan fotografias de células envejecidas que se tifieron, y graficos que muestran la
proporcion de recuentos de células tefiidas con respecto al de los recuentos de células totales, después de cultivo
del grupo de células originales y el grupo de células pequefias con varios pases en una condiciéon de cultivo
convencional y una condicion de cultivo con CMH, e induccién de senescencia de las células.

La FIG. 13 proporciona fotografias que muestran induccion osteogénica (a) e induccion adipogénica (b) después de
cultivo del grupo de células originales y el grupo de células pequeiias en una condicion de cultivo convencional y una
condicién de cultivo con CMH.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona un método para cultivar células madre mesenquimales, que comprende las
etapas de (1) aislar células madre mesenquimales que tienen un tamafio de 8 um o inferior; y (2) cultivar las células
madre mesenquimales aisladas en un medio que contiene de 2,1 a 3,8 mM de calcio y de 1,0 a 3,0 mM de magnesio
en una condicion de un 2 a un 5 % de oxigeno, en el que el aislamiento no comprende métodos para el tratamiento
del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia y no comprende métodos de diagndstico practicados en el
cuerpo humano o animal.

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que las células madre mesenquimales que tienen un tamafo
de 8 um o inferior tienen una capacidad proliferativa mas elevada que las de otro tamaiio, y la capacidad proliferativa
y potencial de diferenciacion de las células madre mesenquimales se puede mejorar adicionalmente cultivandolas en
un medio que contiene concentraciones especificas de calcio y magnesio en una condicion de hipoxia.

En el método para cultivar células madre mesenquimales de la presente invencion, la etapa (1) es una etapa de
aislamiento de las células madre mesenquimales que tienen un tamafio de 8 ym o inferior.

El método de cultivo de la presente invencién se puede aplicar a células madre mesenquimales de diversos
origenes. Los ejemplos de las células madre mesenquimales Utiles en la presente invencion incluyen las obtenidas a
partir de sangre del cordon umbilical, médula 6sea, lipido, musculo, piel, liquido amnidtico, cordon umbilical, o
dientes. En una realizacion preferente de la presente invencion, el método de cultivo de la presente invencién se
aplica a células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical.

Ademas, las células madre mesenquimales a las que se puede aplicar el método de cultivo de la presente invencion
se pueden obtener a partir de diversos objetos. Por ejemplo, las células madre mesenquimales Utiles en la presente
invencion se puede obtener a partir de mamiferos incluyendo seres humanos. En una realizacion preferente de la
presente invencion, se usan células madre mesenquimales de origen humano.

Aunque las células madre mesenquimales convencionales tienen un intervalo de tamafos de 3,5 a 24 ym, las
células madre mesenquimales usadas en la presente invencion se caracterizan por que tienen un tamarfo de 8 ym o
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inferior (pequefias). Las células madre mesenquimales que tienen un tamafio de 8 um o inferior tienen una
capacidad proliferativa superior a la de las células madre mesenquimales no aisladas (en lo sucesivo en el presente
documento denominadas "células originales") o células madre mesenquimales con un tamafio que supera 8 pm.

En el método de la presente invencion, el aislamiento de las células madre mesenquimales que tienen un tamario de
8 pum o inferior se puede realizar preferentemente usando un filtro, aunque no hay ninguna limitacién en particular. El
filtro se puede seleccionar teniendo en cuenta el riesgo de dafio a las células madre mesenquimales y la seguridad
en su uso tal como, por ejemplo, tuvo de membrana de filtracion de Xiaogan yaguang. El método para aislamiento
usando el filtro se puede realizar en la condicidon 6ptima para obtener células pequefias. Por ejemplo, las células
madre mesenquimales a la poblacion de 2 x 10° células se pueden cargar en un tubo de membrana de filtracion que
tiene un tamario de poro de 8 pm, y se pueden centrifugar una vez a 1.200 rpm durante 5 min, para obtener células
madre mesenquimales homogéneas que tienen un tamafo de 8 um o inferior.

En lo sucesivo en el presente documento las células madre mesenquimales que tienen un tamafo de 8 um o inferior
se denominan "células pequefias".

La etapa (2) de un método para cultivar células madre mesenquimales de la presente invencion es una etapa de
cultivo de las células madre mesenquimales que tienen un tamano de 8 uym o inferior en un medio que contiene de
2,1 a 3,8 mM de calcio y de 1,0 a 3,0 mM de magnesio en una condicién de hipoxia de un 2 a un 5 % de oxigeno.

El método de cultivo se caracteriza principalmente por el cultivo de las células madre mesenquimales en un medio
que contiene calcio y magnesio.

El medio de cultivo se puede preparar a partir un medio de cultivo convencional para células madre ajustando las
concentraciones de calcio y magnesio. Los ejemplos de los medios de cultivo convencionales incluyen medio de
Eagle modificado con Dulbecco (DMEM), medio minimo esencial (MEM), a-MEM, medio 5A de McCoys, medio basal
de Eagle, medio del Connaught Medical Research Laboratory (CMRL), medio minimo esencial de Glasgow, medio F-
12 de Ham, medio de Dulbecco modificado con Iscove (IMDM), medio L-15 de Leibovitz, medio 1640 del Roswell
Park Memorial Institute (RPMI), medio 199, y medio de 199 de Hank.

Opcionalmente, el medio de cultivo puede contener o no un suero. Ademas, se puede usar una sustitucién de suero,
en lugar de un suero, en el medio de cultivo.

En una realizacién de la presente invencién, el medio de cultivo contiene de un 5 a un 30 % de suero bovino
afectada (FBS). En otra realizacion, el medio de cultivo contiene una sustitucion de suero. Ademas de un producto
disponible en el mercado, como sustitucién de suero se pueden usar diversos factores de crecimiento en un suero
humano o un suero de plaquetas humano, incluyendo PDGF, TGF, IGF, y citoquinas similares a esto.

En el método de cultivo de la presente invencioén, el calcio funciona para estimular la proliferacién de células madre
mesenquimales, con la supresion de inmunogenicidad y la estimulacién de secrecion de citoquinas. En este sentido,
el calcio se puede usar a la concentracién de 2,1 a 38 mM en el medio, preferentemente a la concentracién de 3,3 a
3,8 mM, y mas preferentemente a la concentracion de aproximadamente 3,6 mM. Por ejemplo, cuando se adopta a-
MEM como medio de cultivo, se puede afadir calcio a la concentracién de 0,3 a 2,0 mM, preferentemente a la
concentracion de 1,5 a 2,0 mM, y mas preferentemente a la concentracion de aproximadamente 1,8 mM por qué el
medio ya contiene 1,8 mM de calcio. De forma analoga, cuando se adopta otro medio, la concentracion de calcio a
afiadir para conseguir la concentracion necesaria deseada para el método de cultivo de la presente invencion se
puede calcular facilmente teniendo en cuenta la concentracion de calcio del propio medio.

En un medio de cultivo de la presente invencién, se usa magnesio para evitar la precipitacion de calcio. EI magnesio
se puede usar a la concentracion de 1,0 a 3,0 mM en el medio, y preferentemente a la concentracion de
aproximadamente 1,8 mM. Cuando el magnesio esta presente a una concentracion inferior a 1,0 mM en el medio de
cultivo, es dificil prevenir la precipitacion de calcio. Por otro lado, es probable que una concentracién de magnesio
superior a 3,0 mM en el medio de cultivo bloquee la formacion de la matriz extracelular (ECM), interfiera con la
adherencia de las células en la parte inferior de la placa de cultivo, haciendo de este modo que sean susceptibles a
la tensién por cizalladura, y aumento de la mineralizacion intracelular. Por ejemplo, cuando se adopta a-MEM como
un medio de cultivo, se puede afiadir magnesio a la concentracion de 0,2 a 2,2mM, y preferentemente a la
concentracion de 1,0 mM porque el medio ya contiene 0,8 mM de magnesio. De forma analoga, cuando se adopta
otro medio, la concentracion de magnesio para afiadir para conseguir la concentracion deseada necesaria para que
el método de cultivo de la presente invencion se pueda calcular facilmente teniendo en cuenta la concentracién de
magnesio del propio medio.

Por lo tanto, un medio de cultivo de acuerdo con una realizacién preferente de la presente invencién se puede basar
en a-MEM suplementado con un 5 a un 30 % de suero bovino fetal (FBS), de 0,3 a 2,0 mM de calcio, y de 0,2 a
2,2 mM de magnesio, preparando de ese modo finales de calcio y magnesio de 2,1 a 3,8 mM y de 1,0 a 3,0 mM,
respectivamente.
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Ademas, otra caracteristica del método de cultivo de la presente invencién es una condicién de cultivo hipdxica para
células madre mesenquimales. En comparacion con una condicion de oxigeno normal (normoxia), la condicion de
hipoxia estimula la proliferacion de las células madre mesenquimales, con la supresiéon de la inmunogenicidad y la
estimulacion de secrecion de citoquinas. En este sentido, la condicion de hipoxia indica un contenido de oxigeno de
un 2 a un 5 %. Un problema asociado con una concentracion de oxigeno inferior a un 2 % o por encima de un 5 %
es una disminucion significativa de la proliferacion de células madre mesenquimales. Es preferente que las células
madre mesenquimales se cultiven en un nivel de oxigeno de aproximadamente un 3 %. Una condicion de hipoxia se
puede conseguir ajustando la concentracion de oxigeno en una incubadora celular. Por ejemplo, una incubadora se
puede suministrar con gas nitrogeno (100 %) o mezcla de gas nitrogeno/diéxido de carbono (95 %/5 %) para
cambiar de una atmosfera norméxica a una atmdsfera hipdxica. La concentracion de oxigeno en una incubadora se
puede monitorizar en una incubadora equipada con un sensor de oxigeno.

Excepto para las condiciones de la presente invencién que se han mencionado anteriormente, las células madre
mesenquimales se pueden cultivar de manera convencional. Por ejemplo, las células madre mesenquimales se
pueden cultivar en un biorreactor tridimensional o centrifugadora o un recipiente de cultivo adherente convencional.

Cuando una primera caracteristica de la concentracion de control de calcio y magnesio se combina con una segunda
caracteristica para una condicion de hipoxia, se puede obtener un efecto sinérgico. Es decir, una combinacion de la
concentracion particular de calcio y magnesio y una condicion de hipoxia permite que las células madre
mesenquimales proliferen de forma mas eficaz, con una mejora mas elevada de la supresion de la inmunogenicidad
y la estimulacion de secrecién de citoquinas, en comparacién con las condiciones individuales. La condicion
combinada para un método de cultivo de la presente invencién se denomina "condicion de CMH" (condicion de
calcio + magnesio + hipoxica).

Un método de cultivo de la presente invencién se puede aplicar a pases de células madre mesenquimales. En otras
palabras, las células madre mesenquimales cultivadas usando un método de cultivo de la presente invencion se
pueden sub-cultivar de la misma forma. Permitiendo que las células madre mesenquimales proliferen de forma mas
eficaz, un método de cultivo de la presente invencion tiene la ventaja de producir un nimero mayor de células madre
mesenquimales incluso cuando se realizan pocos pases. Por ejemplo, después de 5 pases en los que se indculo el
mismo numero de células y se cultivaron durante un periodo de tiempo uniforme en cada pase, se encuentra que un
método de cultivo de la presente invencion produce células madre mesenquimales de 100 a 1.000 veces mayor en
numero que el de los métodos convencionales.

Por consiguiente, la capacidad proliferativa y el potencial de diferenciacion de las células madre mesenquimales
preparadas con el método que se ha mencionado anteriormente se puede mejorar.

Ademas, en el presente documento se desvela un agente terapéutico celular que incluye las células madre
mesenquimales obtenidas con el método de cultivo y se ha mencionado anteriormente. Un agente terapéutico celular
de ese tipo se puede aplicar en la regeneracién o proteccion de adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos,
neurocitos, cardiomiocitos, hepatocitos, células beta de los islotes, células vasculares, o neumocitos. Ademas, un
agente terapéutico celular de ese tipo es util para uno seleccionado entre el grupo que consiste en el tratamiento de
enfermedades pulmonares; la supresién o tratamiento de inflamacién inducida por enfermedad pulmonar; la
regeneracion de tejidos pulmonares; y la supresion de fibrosis pulmonar. En particular, se puede usar para suprimir o
mejorar la inflamacion inducida por enfermedad pulmonar y fibrosis. Ademas, un agente terapéutico celular de ese
tipo se puede aplicar a la terapia de enfermedades cardiovasculares o la regeneracion de cartilago. Ademas, un
agente terapéutico celular de ese tipo puede mejorar las funciones inmunomoduladoras; reducir una de respuestas
inmunolégicas, penetracion de células inmunoldgicas, o inmunogenicidad; y suprimir reacciones inflamatorias.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira con detalle con ejemplos. Los ejemplos
no cubiertos con el alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Ejemplo 1: Analisis de Tamano Celular de Células Madre Mesenquimales Obtenidas a partir de Sangre del
Cordén Umbilical

El tamafio celular de las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical no aisladas
se midié como sigue a continuacion.

De forma especifica, las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical se
obtuvieron a partir de 4 donantes y se mantuvieron congeladas. Cada coleccion de las células madre
mesenquimales se descongeld y se cultivd en una incubadora con medio a-MEM suplementado con un 10 % de
FBS, en la condicién de 37 °C y CO; al 5 % durante 5 dias.

La morfologia de las células se observd con un microscopio, y las células individuales se obtuvieron por tratamiento
con tripsina. Las células individuales se trataron con azul de tripano para examinar la tasa de supervivencia. Las
células se observaron con el microscopio inverso ECLIPSE TE2000-U (Nikon) con un aumento de 100X, y se
fotografiaron multiples regiones de la poblacion celular. En las regiones fotografiadas, el tamarfio de las células vivas
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se analiz6 usando Cellometer vision 5X (nexcelom biosceince).

La FIG. 1 muestran las fotografias tomadas con el microscopio. La FIG. 1a es una fotografia que muestra células
madre mesenquimales cultivadas aisladas a partir de sangre del cordén umbilical, y la FIG. 1b es una fotografia que
muestra células madre mesenquimales en forma de células individuales después de tripsinizacion. La FIG. 1c es un
grafico que muestra resultados de medicién del tamario celular.

Como se puede observar a partir de la FIG. 1, no se pudo obtener informacién sobre el tamafio celular cuando las
células eran adherentes entre si (FIG. 1a), pero tamafio celular se pudo examinar cuando las células estaban en
forma de células individuales (FIG. 1b). Después de analisis con Cellometer, se confirmé que las células madre
mesenquimales constituyen una poblacion de células heterogénea con diversos tamafos que varian de 4,84 a
18,52 uym (FIG. 1c).

Ejemplo 2: Analisis sobre la Capacidad Proliferativa de Células Madre Mesenquimales Obtenidas a partir de
Sangre del Cordéon Umbilical De Acuerdo con Su Tamafiio

Con el fin de analizar la correlacion entre el tamafio celular y la capacidad proliferativa de células madre
mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical, las células madre mesenquimales obtenidas a
partir de cuatro donantes (las MSC N.° 1 a N.° 4) se cultivaron con el método que se ha descrito en el Ejemplo 1, y a
continuacion con el tamafio celular se analizé usando Cellometer. Los resultados del analisis se muestran en las
FIGs. 2A y 2B. Se confirmé que el tamafio celular de las MSC N.° 1 y N.° 2 era relativamente pequefio tal como se
puede observar a partir de la FIG. 2A, mientras que el tamafo celular de las MSC N.° 3 y N.° 4 era relativamente
grande tal como se puede observar a partir de la FIG. 2B.

El Grupo | (las MSC N.° 1 y N.° 2) que tiene un tamafo celular pequefio y el Grupo Il (las MSC N.° 3 y N.° 4) que
tiene un tamario celular grande se cultivaron con pases, y se prepararon curvas de crecimiento acumulativo. La
curva de crecimiento acumulativo se expresa como la duplicacién de poblacién acumulativa (CPD) que es un valor
acumulativo de la duplicacion de la poblacién (PD).

La PD se calcula basandose en el numero total de células de cada pase, que es log (tasa de proliferacion de un
pase especifico) / log 2. Cuando las células de un pase especifico alcanzan de un 50 a un 60 % de confluencia, se
tratan con tripsina y se separan, para cosechar las células individuales. La tasa de proliferacion de un pase
especifico se calculé dividiendo el numero de las células individuales cosechadas entre el numero de células que se
habian proporcionado inicialmente al recipiente de cultivo. Estos procedimientos se repitieron hasta un pase en el
que se detiene la proliferacion de las células. Se permitié que las células proliferaran partiendo del primer y segundo
paso es hasta que el Ultimo pase en el que se detiene la proliferacion de las células. El periodo de cultivo por pase
fue de 7 dias. En el grafico, P1 a P10 se refiere al nimero de pases. Los resultados experimentales se muestran en
la FIG. 3.

Como se puede observar a partir de la FIG. 3, se confirmé que la capacidad proliferativa en el Grupo | que tenia un
tamafio celular pequefio era mayor que la del Grupo Il que tenia un tamafio celular grande, y que la proliferaciéon de
células en el Grupo | durd un periodo de tiempo superior al del Grupo |l

Ejemplo 3: Determinacion de Tamano Celular Y Aislamiento de Células Pequefias

<3-1> Determinacién del tamafo celular adecuado para aislamiento

Como filtro para el analisis de células de acuerdo con su tamano, se seleccioné el tubo de membrana de filtracion de
Xiaogan yaguang. El filtro se puede proteger de la contaminacion del exterior durante la centrifugacion, debido a su
instalacién dentro de un tubo de 50 ml. Al mismo tiempo, se conocen equipos para aislar células, tales como equipo
de clasificacion, centrifugadora de alta velocidad de Beckman o Transwell® de BD. Pero, el equipo de clasificacion
no es adecuado para un procedimiento de preparacion de agentes terapéuticos debido a la posibilidad de dafiar las
células durante un proceso de separacion de las células. El equipo de centrifugadora de alta velocidad de Beckman
no es adecuado para uso o en un proceso de preparaciéon de GMP por qué no usar productos desechables para
partes consumibles. Al igual que para Transwell®, que no es un sistema sellado herméticamente, no se garantiza la
condicion aséptica de las células durante la centrifugacion. Teniendo en cuenta que las células madre
mesenquimales obtenidas con los métodos de la presente invencion se deberian usar como un agente terapéutico,
se determin6 que el tubo de membrana de filtracion de Xiaogan yaguang adecuado para la instalacion real de
preparacion de GMP era el mas adecuado.

Usando el tubo de membrana de filtraciéon, se aislaron las células madre mesenquimales obtenidas a partir de
sangre del corddn umbilical con un tamafio de 3 um o inferior (£ 3 ym), 5 ym o inferior (<5 pum), y 8 um o inferior
(= 8 uym). La cantidad de cada una de las células aisladas se midi6. Como resultado, la cantidad de las células con
un tamafo <3 ym o <5 pm aislada por el filtro, asi como el porcentaje de dichas células entre la poblacion de
células madre mesenquimales, era demasiado baja. Por el contrario, las células madre mesenquimales que tienen
un tamafio de 8 um o inferior se obtuvieron en una cantidad suficiente. Como tal, se determiné que un tamafio
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celular adecuado era de 8 um o inferior, y las células de este intervalo de tamafios se denominan "células pequenas”
o "células madre mesenquimales pequefas".

<3-2> Establecimiento de las condiciones dptimas para la adquisicion de células pequefnas

Para establecer las condiciones 6ptimas para la adquisicion de células que tienen un tamafo de 8 um o inferior, se
investigaron las condiciones de centrifugacion (velocidad y tiempo de duracion de la centrifugacion), el numero de
células cargadas y la tasa de adquisicion de células de acuerdo con el niumero de repeticiones de centrifugacion.

(1) Tasa de adquisicion celular de acuerdo con la velocidad de centrifugacion

Las células madre mesenquimales cultivadas (2 x 10° células / 2 ml) en el Ejemplo 1 se centrifugaron usando una
centrifugadora (Hanil Science Industrial, combi514R) a 800 rpm, 1.200 rpm, 1.500 rpm y 2.000 rpm respectivamente
durante 5 min. La proporcién (%) de células que pasaron a través del filtro después de la centrifugacion se midié
estableciendo nimero de células que se habian cargado de filtro (2 x 10° células) como un 100 %. Los resultados se
muestran en la Tabla 1.

<Tabla 1>
800 rpm, 5 min | 1.200 rpm, 5 min 1.500 rpm, 5 min 2.000 rpm, 5 min
17,9 100,0 82,1 82,1
Tasa de adquisicion (%) 17,9 82,1 53,6 53,
53,6 82,1 82,1 100,0
Promedio 29,8 88,1 72,6 78,6
Error 20,6 10,3 16,5 23,4

Como se muestra en la Tabla 1, se encontré que la centrifugacién a la velocidad de 1.200 rpm dio como resultado
una tasa de adquisicion mas elevada que otras velocidades. Basandose en los resultados que se han mencionado
anteriormente, en los experimentos que siguen a continuacion, la centrifugacion se realizé a la velocidad de
1.200 rpm.

(2) Tasa de adquisicion celular de acuerdo con el tiempo de duracion de la centrifugacion

Las células madre mesenquimales cultivadas (2 x 10° células / 2 ml) en el Ejemplo 1 se centrifugaron usando una
centrifugadora (Hanil Science Industrial, combi514R) a 1.200 rpm durante 2 min, 5 min y 10 min, respectivamente, y
a continuacion, la proporcion de células que pasaron a través del filtro se midié del mismo modo como se ha descrito
anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

<Tabla 2>
1.200 rpm, 2 min 1.200 rpm, 5 min 1.200 rpm, 10 min
53,6 100,0 100,0
Tasa de adquisicion (%) 35,7 71,4 82,1
100,0 71,4 53,6
Promedio 63,10 80,95 78,57
Error 33,18 16,50 23,42

Como se muestra en la Tabla 2, se encontré que la centrifugacion a 1.200 rpm durante 5 min daba como resultado
una tasa de adquisicion de células mas elevada que otros tiempos de duracién. Basandose en los resultados que se
han mencionado anteriormente, en los experimentos que siguen a continuacion, la centrifugacion se realiz6 a
1.200 rpm durante 5 min.
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(3) Tasa de adquisicion celular de acuerdo con el numero de células cargadas

Las células madre mesenquimales cultivadas en el Ejemplo 1 se cargaron en el filtro a la poblacion de 5 x 10%,
1x10° 2x10%0 3 x 10° células / 2 ml, y se centrifugaron a 1.200 rpm durante 5 min. A continuacion, la proporcion
de células que pasaron a través del filtro se midi6 de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.

<Tabla 3>
5 x 10* células 1 x 105 células 2 x 105 células 3 x 10° células
28,6 85,7 100,0 42,9
Tasa de adquisicion (%) 57,1 85,7 71,4 37,1
28,6 42,9 71,4 33,3
Promedio 38,10 71,43 80,95 37,76
Error 16,50 24,74 16,50 4,82

Como se muestra en la Tabla 3, se encontr6 que la carga de células madre mesenquimales a la poblacion de 2 x 10°
células daba como resultado una tasa de adquisicion mas elevada que otras poblaciones. En los experimentos que
siguen a continuacidn, la centrifugacion se realizo cargando células madre mesenquimales a la poblacion de 2 x 10°,
y a 1.200 rpm durante 5 min.

(4) Determinacion del indice de centrifugacion

Para examinar la tasa de adquisicion celular de acuerdo con el indice de centrifugacion, las células se dividieron en
dos grupos, que se centrifugaron una vez y dos veces, respectivamente. El grupo centrifugado dos veces se dividid
adicionalmente en dos subgrupos. En la segunda centrifugacion de esta ultima, se afiadié un nuevo medio de cultivo
al tubo de centrifugacion sin sustituir ningun filtro en el primer subgrupo, mientras que las células se suspendieron en
el medio después de sustitucion del filtro en el segundo subgrupo.

De forma especifica, en el primer subgrupo (dos veces (adicion de medio)), después de centrifugar las células madre
mesenquimales una vez como se ha descrito anteriormente, se anadieron 2 ml de medio nuevo sobre el filtro usado
y las células se centrifugaron. A continuacioén, el nimero de células que paso a través del filtro se midio de la misma
manera que se ha descrito anteriormente. Y en el segundo subgrupo (dos veces (sustitucion del filtro)), después de
centrifugar las células madre mesenquimales una vez como se ha descrito anteriormente, las células se cosecharon
suspendiendo las células que permanecian en el filtro. A continuacién, se puso un nuevo filtro y las células se
centrifugaron para medir el nimero de células que pasaban a través del filtro. Los resultados se muestran en la
Tabla 4.

<Tabla 4>
Una vez Dos veces (adicion de medio) Dos veces (sustitucion de filtro)
Una vez Dos veces Una vez Dos veces
s 73,66 75,50 0,00 88,39 0,00
Tasa de adquisicion
en comparacion con 82,70 79,00 0,00 5,50
las células cargadas
0,
(%) 78,57 72,10 5,80 0,00
Promedio 78,31 75,53 ,33 5,50
Total 78,31 81,33 87,15
Error 4,53 3,45 3,35 5,84 6,06

Como se muestra en la Tabla 4, los dos subgrupos centrifugados dos veces no mostraron diferencias significativas
con respecto al grupo centrifugado una vez. Como tal, por ultimo se determind que el indice de centrifugacion era
uno.
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Después de observar las células madre mesenquimales obtenidas en las condiciones éptimas con un microscopio,
se confirmé que un grupo celular uniforme que tenia un tamario celular de 8 um o menos se obtuvo como se
muestra en la FIG. 4.

Ejemplo 4: Comparacion con respecto a la capacidad proliferativa de células madre mesenquimales (células
pequeiias) que tienen un tamaio de 8 ym o inferior

Para examinar la capacidad proliferativa de células pequefias obtenidas de acuerdo con los métodos de la presente
invencion, las células madre mesenquimales se dividieron en un grupo de células no aisladas (original), un grupo de
células con un tamanfo celular de 8 ym o menos (pequefas), y un grupo celular con un tamafio celular que supera
8 uym (grandes), y se cultivaron compases para comparar la capacidad proliferativa. Los tres tipos de grupos de
células que se han mencionado anteriormente se cultivaron en un medio de cultivo de a-MEM suplementado con
FBS al 10 %, con cada pase siendo de una duracién de 5 dias como promedio para medir el crecimiento
acumulativo.

Los resultados de la medicion se muestran en la FIG. 5. La FIG. 5a muestra fotografias microscopicas de tres tipos
de grupos celulares, que indican que el grupo que tiene un tamafio celular de 8 um o menos (foto en la parte
derecha) era mas homogéneo en comparacién con el grupo de células originales (foto en la parte izquierda) y un
grupo con un tamafo celular que supera 8 um (foto en la parte media). Las FIGs. 5b y 5¢c muestran capacidad
proliferativa y CPD, en las que la capacidad proliferativa en el grupo que tiene un tamario celular de 8 ym o menos
era mucho mayor que la de otros grupos celulares. En particular, la CPD en el grupo con un tamafio celular de 8 pm
0 menos era al menos 2 veces mayor que otros dos 2 grupos.

Ejemplo 5: Analisis con respecto a la Capacidad Proliferativa De acuerdo con el Porcentaje de Células Madre
Mesenquimales Con un Tamafo de 8 pm o Menos (Célula Pequeia)

Para demostrar la superioridad de la capacidad proliferativa de células madre mesenquimales que tienen un tamafo
de 8 uym o inferior (células pequefias), se prepararon 5 tipos de grupos celulares con diferentes porcentajes de
células pequefias, como sigue a continuacion.

Grupo 1: las MSC que superan 8 pm (100 %)
Grupo 2: las MSC que superan 8 um (75 %) + las MSC de 8 um o menos (25 %)
Grupo 3: las MSC que superan 8 um (50 %) + las MSC de 8 um o menos (50 %)
Grupo 4: las MSC que superan 8 um (25 %) + las MSC de 8 um o menos (75 %)
Grupo 5: las MSC de 8 um o menos (100 %)

La capacidad proliferativa de cada grupo celular se midié con el mismo método que en el Ejemplo 2, y la cantidad de
capacidad proliferativa se presenta en la FIG. 6 como un porcentaje de aumento en comparacion con el Grupo 1.

Como se muestra en La FIG. 6, la capacidad proliferativa mas elevada de las células se observé a medida que
aumentaba el porcentaje de células que tienen un tamafio de 8 um o inferior. Estos resultados muestran que las
células que tienen un tamano de 8 uym o inferior tienen una capacidad proliferativa muy elevada.

Ejemplo 6: Anadlisis con respecto a la Capacidad Proliferativa de Células Pequefias De acuerdo con
Condiciones de CMH

Se sabe que la capacidad proliferativa de células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordén
umbilical disminuye debido a un aumento del tamafio celular cuando se cultivan en condiciones de cultivo
convencionales (es decir, 37 °C y CO; al 5 %). Por lo tanto, es necesario establecer condiciones de cultivo en las
que las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical de 8 um o menos con una
capacidad proliferativa superior puedan mantener su tamano celular y capacidad proliferativa.

Por lo tanto, en este ejemplo, las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical
que tienen un tamafio de 8 pm o inferior se cultivaron en una diversidad de condiciones, y a continuacion se
compararon el tamafrio celular y la capacidad proliferativa en estas condiciones.

De forma especifica, las células de un grupo de células originales y un grupo celular con un tamafo celular de 8 ym
o0 menos (grupo de células pequefias) se descongelaron y se cultivaron en una incubadora (hipoxia/incubadora con
CO,, Thermo Scientific N.° 3131) que contenia medio de cultivo de a-MEM (Invitrogen, USA) suplementado con FBS
al 10 %, en la condicién de 37 °C y CO; al 5 % durante 5 dias. Cuando las células alcanzaron de un 80 a un 90 % de
confluencia, se obtuvieron células individuales por tratamiento con tripsina. A continuacion, las células se inocularon
a los medios de a-MEM a la concentracion de 5000 células/cm?, y se cultivaron en una condicion de cultivo habitual
(el grupo de control), condicién de calcio (incluyendo magnesio) adicional, condicién de hipoxia, y condicién de calcio
adicional (incluyendo magnesio)/hipéxica (en lo sucesivo en el presente documento denominada "CMH"). En el caso
de una condicién de cultivo habitual, las células se cultivaron en medio a-MEM (que contenia FBS al 10 %; que
contenia 1,8 mM de calcio y 0,8 mM de magnesio) en la condicion de 37 °C, CO; al 5 %, y normoxia (concentracion
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de oxigeno atmosférica de un 21 % (v/v)). Y en el caso de la condicion de calcio (incluyendo magnesio) adicional, las
células se cultivaron en el medio a-MEM cuyas concentraciones totales de calcio y magnesio se ajustaron a 3,6 mM
y 1,8 mM afadiendo 1,8 mM de calcio y 1 mM de magnesio, respectivamente, en la condicion de 37 °C, CO- al 5 %,
y la normoxia. Ademas, en el caso de las condiciones de hipoxia, las células se cultivaron en el medio a-MEM en la
condicion de 37 °C, CO; al 5 %, e hipoxia (concentracion de oxigeno de un 3 % (v/v)). En el caso de una condicién
de CMH, las células se cultivaron en el medio a-MEM cuyas concentraciones totales de calcio y magnesio se
ajustaron a 3,6 mM y 1,8 mM afiadiendo 1,8 mM de calcio y 1 mM de magnesio, respectivamente, en la condicién de
37 °C, CO; al 5%, y un 3 % (v/v) de oxigeno. La forma y capacidad proliferativa de las células de cada grupo se
observo durante 4 rondas de pases de cultivo.

La forma (a, b) y la capacidad proliferativa (c) de las células se muestran en la FIG. 7. Como se muestra en las FIGs.
7ay 7b, se mostro que la densidad celular del grupo de células originales y el grupo de células pequefias cultivadas
en la condicién de CMH era significativamente mas elevada que la de los grupos cultivados en otras condiciones.
Ademas, cuando la forma de las células del grupo de células originales y el grupo de células pequefias se comparo,
el grupo de células pequefas tenia formas idénticas de uniones celulares y presentaba una cantidad mayor de
células unidas.

Por otro lado, como se puede observar a partir de la FIG. 7c, tanto en el grupo de células de control como en el
grupo de células pequefias, se mostré que la capacidad proliferativa era mayor en la condicion de CMH. En
particular, la capacidad proliferativa por pase del grupo de células pequefias era al menos 2 veces mayor que la del
grupo sin células. Y los resultados con respecto a la capacidad proliferativa del grupo de células pequefias por pase
mostré que las células cultivadas en la condicion de CMH presentaba una capacidad proliferativa al menos 2 veces
mayor que la de las cultivadas en la condicién normal.

Los resultados que se ha mencionado anteriormente indican que el grupo de células pequefias tiene una capacidad
proliferativa mas elevada que la del grupo de células originales, y que el tamafo celular se puede mantener y la
capacidad proliferativa de las células se puede aumentar cultivando las células pequefias en la condicién de CMH.

Ejemplo 7: Anadlisis con respecto al Tamaino Celular y Capacidad Proliferativa del Grupo de Células
Pequenas Cultivadas en la Condicion de CMH

Para analizar el tamafio y la capacidad proliferativa de las células madre mesenquimales obtenidas a partir de
sangre del cordén umbilical del grupo de células pequeiias cultivadas en la condicién de CMH, el grupo de células
originales y el grupo de células pequefias con un tamario celular de 8 ym o menos se cultivaron en la condicion de
cultivo habitual y en la condicién de CMH. Las células madre mesenquimales de ese tipo se cultivaron con 2 rondas
de pases (p2) en una condicion de cultivo habitual antes de cultivarlas con pases en cada condicién. Estas células
se cultivaron durante 7 dias después de cada pase. A continuaciéon, se midieron la capacidad proliferativa y la
capacidad proliferativa acumulativa de las células. Los resultados se muestran en la FIG. 8.

Como se muestra en la FIG. 8, el mantenimiento del tamafio celular y la capacidad proliferativa aumenté en gran
medida cuando el grupo de células pequenas se cultivé la condicion de CMH, efecto que se mantuvo durante pases
continuos. Se observé que la capacidad proliferativa era notablemente elevada durante los pases iniciales (p3 a p6)
que se usan en terapia celular real. En particular, la combinacion del grupo de células pequefas y la condicion de
CMH mostré una diferencia de al menos 2 veces en la capacidad proliferativa por pase (FIG. 8A). En el caso de la
duplicacién de poblacion acumulativa (CPD), se encontré que la capacidad proliferativa de las células se mantenia
durante multiples pases (FIG. 8B), aunque habia algunas variaciones entre las MSC.

Estos resultados indican que una combinacion del grupo de células pequefias y la condicion de cultivo de CMH de la
presente invencion es eficaz para mejorar la proliferacion de células madre mesenquimales obtenidas a partir de
sangre del cordon umbilical.

EJEMPLO 8: Capacidad Proliferativa de Células Madre Mesenquimales De acuerdo con la Concentracion de
Calcio

Para examinar la capacidad proliferativa de las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del
cordon umbilical de acuerdo con la concentraciéon de calcio, las células se cultivaron en medios con diversas
concentraciones de calcio.

De forma especifica, las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical (MSC
N.° 1) que se habian recogido de una célula madre después de administracion congeladas en un estado congelado
se descongelaron, y se cultivaron en una incubadora (hipoxia/incubadora con CO,, ThermoScientific N.° 3131) que
contiene medio de a-MEM (Invitrogen, USA) suplementado con FBS al 10 %, a 37 °C en una condicién de CO, al
5 %. Cuando las células alcanzaron de un 50 a un 96 % de confluencia, se separaron en células individuales por
tratamiento con tripsina. Al medio a-MEM (suplementado con FBS al 10 %; que contenia 1,8 mM de calcio y 0,8 mM
de magnesio), se afiadieron diversas concentraciones (0 mM, 1,6 mM, 1,8 mM, 2,0 mM, 2,2 mM, 2,4 mM y 2,6 mM)
de calcio con el fin de que las concentraciones de calcio final de los medios se gustaran como sigue a continuacion:
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1,8 mM, 3,4 mM, 3,6 mM, 3,8 mM, 4,0 mM, 4,2mM y 4,4 mM. Las células se cultivaron en los medios durante
6 dias, y a continuacion se hizo el recuento. Para evitar la precipitacion inducida por calcio, se afiadié magnesio a la
concentracion de 1 mM a cada medio (la concentracion de magnesio total era 1,8 mM). Las células se cultivaron en
una condicion normoxica de un 21 % (v/v). Cuando las células crecieron hasta alcanzar de un 50 a un 60 %, se
cultivaron compases del mismo modo. Los resultados del examen se muestran en la FIG. 9.

Como se puede observar a partir de la FIG. 9, la capacidad proliferativa aumentd con respecto a un intervalo de
concentraciones de calcio adicional de 0 a 1,8 mM (concentracion de calcio total de 1,8 o 3,6 mM en el medio). A
partir de estos resultados, la concentracion de calcio éptima para alcanzar la proliferacion masiva de las células era
3,6 mM en un medio. Por lo tanto, se considera ventajoso el cultivo de células en un medio con una concentracion
de calcio de 1,8 a 3,6 MM con el fin de alcanzar una capacidad proliferativa mayor en comparacién con una
condicion de cultivo habitual.

EJEMPLO 9: Capacidad Proliferativa de Células Madre Mesenquimales Obtenidas a Partir de Sangre del
Cordén Umbilical De acuerdo con la Concentracion de Oxigeno

Para examinar la capacidad proliferativa de las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del
corddén umbilical de acuerdo con la concentracion de oxigeno, las células se cultivaron en condiciones con diversas
concentraciones de oxigeno.

De forma especifica, las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordén umbilical (MSC
N.° 1) se cultivaron del mismo modo que en el Ejemplo 8 en medio a-MEM suplementado con FBS al 10 %, pero
adicionalmente no se afiadieron calcio y magnesio, y las células se cultivaron con un 3 % o un 5 % de oxigeno, o en
una condicion normoxica (nivel de oxigeno en el aire, 21 %), y se hizo su recuento. Los resultados se muestran en la
FIG. 10.

Como se muestra en los resultados, la capacidad de proliferacion de las células fue superior en una condicion de
hipoxia que en una condicién normoxica. Especialmente, la capacidad de proliferacién era la mas elevada en la
concentracion de oxigeno de un 3 %, resultado que se mantuvo a través de pases continuos durante un periodo de
tiempo largo.

Ejemplo 10: Analisis con respecto a Proteina Inhibidora de la Proliferacion y Senescencia de Células Madre
Mesenquimales Obtenidas a Partir de Sangre del Cordon Umbilical De acuerdo con las Condiciones de
Cultivo

Para identificar la causa de la mejora de la proliferacion de las células madre mesenquimales obtenidas a partir de
sangre del cordén umbilical en el Ejemplo 6, se examinaron el nivel de expresion de proteina inhibidora de la
proliferacion en células madre y los cambios de senescencia de las mismas.

De forma especifica, como se ha descrito en el Ejemplo 6, el grupo de células originales y el grupo de células
pequefias se cultivaron en la condicion de cultivo habitual y en la condicion de CMH. Cuando las células alcanzaron
de un 50 a un 60 % de confluencia, se desprendieron por tratamiento con tripsina. Posteriormente, la soluciéon de
cultivo celular se centrifugd para retirar el medio, y después se lavoé con PBS para obtener células. A continuacion, la
proteina se aislé de las células usando un tampdn de lisis (RIPA) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La
proteina se cuantificd usando albumina de suero bovino (BSA) como un patrén, y se prepararon 15 ug de la proteina
para realizar la transferencia de Western. La proteina se cargé sobre gel de poliacrilamida al 12 %, y a continuacién
se sometio a electroforesis a 130 V durante 2 horas. Después de la electroforesis, la proteina se transfiriéd desde el
gel a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Pharmacia, USA) con una corriente de 300 mA durante 3 horas
usando aparato de Transferencia de Western, y la membrana se bloque6 durante 1 hora usando una solucién 1X de
TBST (100 mM Tris (pH 7,5), NaCl 1,5 M, Tween-20 al 0,5 %) que contenia leche sin grasa al 5 %. A continuacion,
los anticuerpos primarios (p21, p53 (Abeam, USA) y B-actina) se unieron a la membrana de nitrocelulosa bloqueada,
a una temperatura de refrigeracion durante una noche. A partir de ese momento, la membrana de nitrocelulosa
resultante se lavd con 1X de TBST, y anticuerpos secundarios (IgG-HRP anti-conejo o ratén, Cell Signaling
Technology, MA, USA) se afadieron y se permiti6 que se unieran a la misma durante 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacion, la solucién de cebado de ECL se vertié en la membrana usando el kit de deteccion de
transferencia puntual de Western de ECL (Amersham Pharmacia) de acuerdo con el protocolo del fabricante y las
bandas se examinaron con el equipo Chemidoc (Biorad, USA).

Los resultados de la transferencia de Western se muestran en la FIG. 11. Como se muestra en la FIG. 11, se
encontré que los niveles de expresion de p53 y p21 (Abcam), proteinas inhibidoras de la proliferacion, eran
relativamente bajos en el grupo de células pequefias que se habian cultivado en la condicién de CMH. Este
resultado indica que la condicion de cultivo de CMH mejora la capacidad proliferativa de las células madre
mesenquimales mediante regulaciéon negativa de la expresion de las proteinas inhibidoras de la proliferacion.

Al mismo tiempo, las células del grupo de células originales y el grupo de células pequefias se cultivaron con varios
pases en la condicidon de cultivo habitual y la condiciéon de CMH para inducir la senescencia de las mismas. La
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solucion de cultivo se retiré de cada recipiente de cultivo y las células se lavaron una de con PBS. A continuacion,
después de afiadir 1 ml de 1X de solucion de fijacion (Cell Signaling Technology) a esto, las células se cultivaron
durante 10 min a temperatura ambiente. Después de retirar la solucion de fijacion, las células se lavaron dos veces
con 2 ml de PBS. A continuacion, después de afiadir 1 ml de una solucién de tincion de B-galactosidasa (SA 8 gal,
Cell Signaling Technology) a esto, las células se cultivaron en una incubadora de 24 a 48 horas. Y a continuacion,
después de retirar la solucion de tincién, las células se lavaron con 1 ml de PBS. A continuacion, las células tefiidas
se fotografiaron usando un microscopio inverso ECLIPSE TE2000-U (Nikon) a 100X de aumento. Las fotografias se
usaron para examinar el recuento de células tefiidas con respecto al recuento de células totales.

Los resultados del examen se proporcionan en la FIG. 12A y en la FIG. 12B. La FIG. 12A y la FIG. 12B (parte
izquierda) proporcionan fotografias del grupo de células originales y el grupo de células pequefias de las MSC (las
MSC N.° 1 a N.° 4) obtenidas a partir de diferentes células madre que las habian producido, que se cultivaron en la
condicién de cultivo habitual y en la condicion de CMH. Las fotografias muestran las células envejecidas tefiidas.
Ademas, las FIGs. 12A y 12B (parte derecha) proporcionan graficos que muestran la proporcion del recuento de
células tefidas con respecto al recuento de células totales. En los graficos, Original (O) se refiere a un grupo de
células originales, OCMH se refiere a un grupo de células originales cultivadas en la condicion de CMH, S se refiere
a un grupo de células pequefias cultivadas en la condicion de cultivo convencional, y SCMH a un grupo de células
pequefias cultivadas en la condicion de CMH.

Como se muestra en la FIG. 12A y en la FIG. 12B, el niumero de zonas envejecidas era el menor cuando las células
pequenas se cultivaron en la condicién de CMH, tal como se confirman los graficos. Estos resultados indican que la
capacidad proliferativa puede aumentar y la senescencia se puede suprimir cultivando células pequefas de la
presente invencion en la condicién de CMH.

Ejemplo 11: Examen de Cambios en el Potencial de Diferenciacion y Marcadores de Células Madre
Mesenquimales Obtenidas a Partir de Sangre del Cordon Umbilical De acuerdo con las Condiciones de
Cultivo

Con el fin de examinar las células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical para
cualquier cambio en sus caracteristicas basicas cuando las células pequefias de acuerdo con la presente invencion
se cultivan en la condicion de CMH, el grupo de células originales y el grupo de células pequefias de dos tipos de
células madre mesenquimales obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical se cultivaron en la condicion de
cultivo convencional y la condicion de cultivo de CMH. El analisis se realizdé para comprobar cualquier cambio en los
potenciales de diferenciacion de las células madre mesenquimales en inducciones osteogénicas y adipogénicas, y
cambios en los marcadores de etiquetado de las mismas.

<11-1> Induccién osteogénica y tincion ésea

Para la induccion de diferenciacion osteogénica, se colocaron 500-1000 células en cada pocillo de una placa de 6
pocillos, y el medio de induccidon osteogénico (fosfato de glicerol 10 mM, acido L-ascoérbico-2-fosfato 50 mM,
dexametasona/UVAB 1 uM, medio de a-MEM suplementado con gentamicina y FBS al 10 %) se proporciond
después de 2-4 dias. El medio se reemplazé con nuevo medio de diferenciaciéon cada 3 dias para inducir la
diferenciacion de las células durante 2-3 semanas. Las células diferenciadas se lavaron dos veces con PBS y a
continuacion se incubaron en una solucion de fijaciéon (acetona al 40 %) de 30 a 45 segundos. Después de lavar las
células 2-3 veces con agua destilada, una solucién de tincién alcalina (sal de violeta B rapida) se afiadio a esto, y las
células se cultivaron en un lugar oscuro a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion las células se
lavaron dos veces con agua destilada, y se trataron con solucién de Hematoxilina de Mayer de 10 a 20 segundos.
Después de retirar la solucion, las células se lavaron con agua corriente y se secaron. Los tejidos tefiidos se
cubrieron con un cubreobjetos a la vez que se usaba una solucion acuosa de montaje para observacion. Dado que
las células diferenciadas en osteoblastos se tifien de color marron oscuro debido a la activacion de la fosfatasa
alcalina intra-celular, el grado de induccién osteogénica de las células se evaludé basandose en el grado de tincion.

<11-2> Induccién adipogénica y tincién de grasa

Para induccion adipogénica, se colocaron 500-1000 células en cada pocillo de una placa de 6 pocillos, y un medio
de induccion adipogénico (3-isobutil-1-metil xantina 0,5 mM, indometacina 0,2mM, insulina 10 pM,
dexametasona/UVAB 1 uM, y se proporcioné medio DMEM suplementado con FBS al 10 % y gentamicina) después
de 2-4 dias. El medio se reemplazé con nuevo medio de diferenciacion cada 3 dias para inducir la diferenciacion
durante 3-4 semanas. Las células diferenciadas se lavaron dos veces con PBS y a continuacion se incubaron en una
solucion de fijacion (formalina al 10 %) durante 10 min. Después de lavar las células 2-3 veces con agua destilada,
una solucion de tincion (rojo aceite O) se afiadio a esto, y las células se colocaron a temperatura ambiente durante
30 min. A continuacion, las células se lavaron con agua destilada y se trataron con solucién de Hematoxilina de
Mayer de 10 a 20 segundos. Después de retirar la solucion, las células se lavaron con agua corriente y se secaron.
Los tejidos tefiidos se observaron, se cubrieron con un cubreobjetos a la vez que se usaba una solucién acuosa de
montaje. El grado de induccién adipogénica se evalué basandose en el grado de tincién (de color rojo), y presencia y
grado de formacion de vacuolas lipidicas diferenciadas.
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Los resultados experimentales se muestran en la FIG. 13. La FIG. 13a y la FIG. 13b muestran resultados de
induccion osteogénica e induccion adipogénica, respectivamente. Como se muestra en la FIG. 13, se obtuvieron
resultados superiores en induccion osteogénica e induccion adipogénica cuando el grupo de células pequefias se
cultivé en la condicién de CMH. Los resultados mencionados anteriormente sugieren que la combinacion de tamafio
celular pequefio y condicion de cultivo de CMH pueden mejorar el potencial de diferenciacion de las células madre
mesenquimales obtenidas a partir de sangre del corddn umbilical.

<11-3> Andlisis de marcadores

Con el fin de analizar el inmunofenotipo de antigenos de superficie celular en células madre mesenquimales
obtenidas a partir de sangre del cordon umbilical, la expresion de proteinas marcadoras (CD14, CD29, CD34, CD44,
CD45, CD73, CD90, CD105, HLAABC, y HLADR) se examiné mediante analisis FACS como sigue a continuacion.

El grupo de células originales y el grupo de células pequefias se cultivaron en la condicién de cultivo convencional
en la condicién de CMH. A continuacion, las células se trataron con tripsina y se lavaron dos veces con solucion de
PBS. Se hizo que las células lavadas reaccionaran con CD14-FITC (isotiocianato de fluoresceina), CD34-FITC,
CD45-FITC y HLADR FITC, antigenos negativos conocidos en células madre mesenquimales, y con CD73-PE
(ficoeritrina), CD90-PE, CD105-PE, y HLAABC-PE, antigenos positivos conocidos fuertemente expresados en
células madre mesenquimales. La proporcion de células que expresan los marcadores con respecto a las células
totales se obtuvo detectando sefiales de anticuerpos secundarios mediante maquina de FACS. El andlisis después
de la reaccioén se realizd usando un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) y el
software CELLQUEST.

Los resultados experimentales se muestran en la Tabla 5.

<Tabla 5>
Marcador CD14 |CD34|CD45| HLADR |CD29| CD44 | CD90 |CD 105 HLAABC
Grupo de células originales + - - - - + + + + +
Cultivo convencional
Grupo de células pequenas + - - - - + + + + +
Cultivo convencional
Grupo de células originales + - - - - + + + + +
Cultivo de CMH
Grupo de células pequenas + - - - - + + + + +
Cultivo de CMH

Como se muestra en la Tabla 5, no hubo diferencia en las expresiones de proteinas marcadoras en células madre
mesenquimales de acuerdo con el tamafo celular o las condiciones de cultivo.

Los resultados desvelan que las células pequeias y la condicion de cultivo de CMH de la presente invencién no

cambian de forma significativa las caracteristicas basicas de células madre mesenquimales obtenidas a partir de
sangre del cordon umbilical.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para cultivar células madre mesenquimales, que comprende las etapas de:

(1) aislar células madre mesenquimales que tienen un tamafio de 8 ym o inferior; y

(2) cultivar las células madre mesenquimales en un medio que contiene de 2,1 a 3,8 mM de calcio y de 1,0 a
3,0 mM de magnesio en una condicién de un 2 a un 5 % de oxigeno,

en el que el aislamiento no comprende métodos para tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o
terapia y no comprende métodos de diagnéstico practicados en el cuerpo humano o animal.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que las células madre mesenquimales se obtienen a partir de sangre del
cordén umbilical, médula dsea, lipido, musculo, piel, liquido amniético, cordén umbilical, o diente.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el aislamiento de las células madre mesenquimales de la etapa (1) se
realiza pasando las células madre mesenquimales a través de una membrana de filtraciéon con un tamafio de poro de
8 um.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el medio se selecciona entre el grupo que consiste en medio de Eagle
modificado con Dulbecco (DMEM), medio minimo esencial (MEM), a-MEM, medio 5A de McCoys, medio basal de
Eagle, medio del Connaught Medical Research Laboratory (CMRL), MEM de Glasgow, medio F-12 de Ham, medio
de Dulbecco modificado con Iscove (IMDM), medio L-15 de Leibovitz, medio 1640 del Roswell Park Memorial
Institute (RPMI), medio 199, y medio 199 de Hank.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el medio comprende de un 5 a un 30 % de suero bovino fetal.

6. El método de la reivindicaciéon 4, en el que el medio no comprende suero bovino fetal sino una sustitucion de
suero.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que el medio se basa en un a-MEM suplementado con un 5 a un 30 % de
suero bovino fetal, de 0,3 a 2,0 mM de calcio, y de 0,2 a 2,2 mM de magnesio.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que las células madre mesenquimales cultivadas se subcultivan en las
mismas condiciones de cultivo que se han descrito en la reivindicacion 1.

9. Un método para mejorar la capacidad proliferativa y el potencial de diferenciacion de células madre
mesenquimales, que comprende las etapas de:

(1) aislar células madre mesenquimales que tienen un tamario de 8 ym o inferior; y

(2) cultivar las células madre mesenquimales aisladas en un medio que contiene de 2,1 a 3,8 mM de calcio y de
1,0 a 3,0 mM de magnesio en una condicién de un 2 a un 5 % de oxigeno,

en el que el aislamiento no comprende métodos para tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o
terapia y no comprende métodos de diagnéstico practicados en el cuerpo humano o animal.
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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FIG. 9

Recuentos celulares (MSC N.° 1)
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FIG. 10

Curva de crecimiento acumulativo (MSC N.2 1)
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FIG. 11
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FIG. 13
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