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DESCRIPCION
Modulacion de la angiogénesis
Campo de la invencion

La divulgacion se refiere a métodos para tratar afecciones patolégicas que pueden mejorarse proporcionando
angiogénesis. la divulgacion se refiere en lineas generales a proporcionar angiogénesis administrando células que
expresan y/o secretan uno o mas factores proangiogénicos. La divulgacion también se refiere a métodos de
descubrimiento de farmacos para seleccionar agentes que modulen la capacidad de las células de expresar y/o
secretar uno o mas factores proangiogénicos. La divulgacion también se refiere a bancos de células que pueden
usarse para proporcionar células para su administracion a un sujeto, comprendiendo los bancos células que tienen
niveles deseados de expresion y/o secrecion de uno o mas factores proangiogénicos. La divulgacion también se refiere
a composiciones que comprenden células que tienen niveles deseados especificos de expresion y/o secrecion de uno
o mas factores proangiogénicos, tales como composiciones farmacéuticas. La divulgacion también se refiere a
métodos de diagnéstico realizados antes de administrar las células a un sujeto a tratar, que incluyen ensayos para
evaluar la potencia deseada de las células a administrar. La divulgacion se refiere ademas a ensayos de diagnostico
postratamiento para evaluar el efecto de las células en un sujeto que se esta tratando. Las células descritas en este
documento son células madre no embrionarias, no germinales que pueden caracterizarse por uno o mas de los
siguientes: replicacion prolongada en cultivo y expresion de marcadores de replicacion prolongada, tales como
telomerasa, marcadores de pluripotencialidad y amplio potencial de diferenciacion, sin transformarse.

Sumario de la invencion
Los aspectos de la invencién para la que se busca proteccion se definen en las reivindicaciones.

De acuerdo con un primer aspecto, la invencion proporciona células que tienen expresion y/o secrecion de los factores
proangiogénicos VEGF, CXCLS5 e IL-8 para su uso en la prevencion o el tratamiento de una afeccion isquémica en un
sujeto, siendo las células células madre no embrionarias, no germinales que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1 o rox-1 y pueden diferenciarse en tipos celulares de al menos dos de capas germinales endodérmicas,
ectodérmicas y mesodérmicas, en las que, antes de la administracion, dichas células se han ensayado para que
tengan expresion y/o secrecion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8. Las células pueden ser
alogénicas. La afeccion isquémica puede ser una afeccion seleccionada del grupo que consiste en infarto agudo de
miocardio, insuficiencia cardiaca crénica, vasculopatia periférica, apoplejia, oclusion total crénica, isquemia renal y
lesién renal aguda. El sujeto puede ser humano. Las células pueden ser células progenitoras multipotentes.

De acuerdo con un segundo aspecto, la invencién proporciona un medio para construir un banco de células,
comprendiendo dicho método ensayar células para que tengan expresion y/o secrecion de los factores
proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8, expandir y clasificar, para su futura administracion a un sujeto, células que
tienen la expresion y/o la secrecion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCLS5 e IL-8, siendo las células células
madre no embrionarias, no germinales que expresan uno o mas de oct4, telomerasa, rex-1 o rox-1 y pueden
diferenciarse en tipos celulares de al menos dos de capas germinales endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas.
Las células pueden ser células progenitoras multipotentes.

De acuerdo con un tercer aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para el descubrimiento de farmacos,
comprendiendo dicho método exponer las células que tengan expresion y/o secrecion de los factores proangiogénicos
VEGF, CXCL5 e IL-8, a un agente para evaluar el efecto del agente sobre la capacidad de las células de expresar y
secretar los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8, siendo las células células madre no embrionarias, no
germinales que expresan uno o mas de oct4, telomerasa, rex-1 o rox-1 y/o pueden diferenciarse en tipos celulares de
al menos dos de capas germinales endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas. Las células pueden haberse
ensayado para que tengan expresion y/o secrecion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8. Las células
pueden ser células progenitoras multipotentes.

De acuerdo con un cuarto aspecto, la invencion proporciona un método in vitro para aumentar la expresién de los
factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8 en una célula madre, comprendiendo el método exponer la célula a
una combinacion de TNF-a, IL-18 e IPNy, o a un analogo de prostaglandina F, en el que dichas células son células
madre no embrionarias, no germinales que expresan uno o mas de oct4, telomerasa, rex-1 o rox-1 y pueden
diferenciarse en tipos celulares de al menos dos de capas germinales endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas,
en el que el analogo de prostaglandina F es latanoprost. Las células pueden ser células progenitoras multipotentes.

La divulgacion se refiere ampliamente a métodos para proporcionar angiogénesis.

La divulgacion también se refiere a métodos para proporcionar uno o mas factores proangiogénicos para proporcionar
angiogénesis.
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Los factores proangiogénicos incluyen, aunque sin limitacion, FGF, VEGF, VEGFR, NRP-1, Ang1, Ang2, PDGF
(homodimero-BB), PDGFR, TGF-$, endoglina, receptores de TGF-f, MCP-1, integrinas a.f3, av33, asB1, VE-caderina,
CD31, efrina, activadores de plasmindgeno, inhibidor-1 del activador de plasmindgeno, eNOS, COX-2, AC133, Id1/1d3,
angiogenina, HGF, Vegdf, II-1 alfa, 11-8, 11-6, Cxcl5, Fgfa, FgfB, Tgfa, Tgf, MMP (incluyendo mmp9), inhibidor-1 del
activador de plasmindgeno, trombospondina, angiopoyetina 1, angiopoyetina 2, amfiregulina, leptina, endotelina-1,
AAMP, AGGF1, AMOT, ANGLPTL3, ANGPTL4, BTG1, IL-13, NOS3, TNFSF12 y VASH2.

Proporcionar angiogénesis puede conseguirse administrando células que expresan de forma natural (es decir, de
forma no recombinante) y/o que secretan uno o mas factores proangiogénicos o medio acondicionado por las células.
Las células incluyen, aunque sin limitacion, células que son células madre no embrionarias y células no germinales,
que tienen algunas caracteristicas de las células madre embrionarias, pero que se obtienen de tejido no embrionario,
y que expresan y/o secretan uno o mas factores proangiogénicos. Las células pueden expresar/secretar de forma
natural uno o mas factores proangiogénicos (es decir, no estan modificadas genética o farmacéuticamente para activar
la expresion y/o la secrecion). Sin embargo, los expresores naturales pueden modificarse de forma genética o
farmacéutica para aumentar la potencia.

Las células pueden expresar marcadores de pluripotencia, tales como oct4. También pueden expresar marcadores
asociados con la capacidad de replicacion prolongada, tal como telomerasa. Otras caracteristicas de pluripotencia
pueden incluir la capacidad de diferenciarse en tipos de células de mas de una capa germinal, tal como dos o tres de
las capas germinales ectodérmicas, endodérmicas y mesodérmicas. Dichas células pueden estar inmortalizadas o
transformadas en cultivo o no. Las células pueden expandirse mucho sin transformarse y también mantienen un
cariotipo normal. Por ejemplo, las células madre no embrionarias, no germinales pueden haber experimentado al
menos 10-40 duplicaciones celulares en cultivo, tal como 50, 60 o mas, en las que las células no se transforman y
tienen un cariotipo normal. Las células pueden diferenciarse en al menos un tipo celular de cada uno de dos de los
linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico y pueden incluir diferenciacion en los tres. Ademas,
las células pueden no ser tumorigénicas, tal como no productoras de teratomas. Si las células se transforman o son
tumorigénicas, y se desea usarlas para infusion, dichas células pueden deshabilitarse de modo que no puedan formar
tumores in vivo, como por tratamiento que evita la proliferacion celular en tumores. Dichos tratamientos son bien
conocidos en la técnica.

Las células incluyen:
1. Células madre no embrionarias, no germinales expandidas y aisladas, habiendo experimentado las células al
menos 10-40 duplicaciones celulares en cultivo, en las que las células expresan oct4, no estan transformadas y

tienen un cariotipo normal.

2. Las células madre no embrionarias, no germinales de 1 anterior que expresan ademas uno o mas de telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

3. Las células madre no embrionarias, no germinales de 1 anterior que pueden diferenciarse en al menos un tipo
de célula de al menos dos de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

4. Las células madre no embrionarias, no germinales de 3 anterior que expresan ademas uno o mas de telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

5. Las células madre no embrionarias, no germinales de 3 anterior que pueden diferenciarse en al menos un tipo
de célula de cada uno de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

6. Las células madre no embrionarias, no germinales de 5 anterior que expresan ademas uno o mas de telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

7. Células madre no embrionarias, no germinales expandidas y aisladas que se obtienen por cultivo de tejido no
embrionario, no germinal, habiendo experimentado las células al menos 40 duplicaciones celulares en cultivo, en
las que las células no se transforman y tienen un cariotipo normal.

8. Las células madre no embrionarias, no germinales de 7 anterior que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

9. Las células madre no embrionarias, no germinales de 7 anterior que pueden diferenciarse en al menos un tipo
de célula de al menos dos de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

10. Las células madre no embrionarias, no germinales de 9 anterior que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

11. Las células madre no embrionarias, no germinales de 9 anterior que pueden diferenciarse en al menos un tipo
de célula de cada uno de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.
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12. Las células madre no embrionarias, no germinales de 11 anterior que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

13. Células madre no embrionarias, no germinales expandidas y aisladas, habiendo experimentado las células al
menos 10-40 duplicaciones celulares en cultivo, en las que las células expresan telomerasa, no estan
transformadas y tienen un cariotipo normal.

14. Las células madre no embrionarias, no germinales de 13 anterior que expresan ademas uno o mas oct4, rex-
1, rox-1 o sox-2.

15. Las células madre no embrionarias, no germinales de 13 anterior que pueden diferenciarse en al menos un
tipo de célula de al menos dos de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

16. Las células madre no embrionarias, no germinales de 15 anterior que expresan ademas uno o mas oct4, rex-
1, rox-1 o sox-2.

17. Las células madre no embrionarias, no germinales de 15 anterior que pueden diferenciarse en al menos un
tipo de célula de cada uno de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

18. Las células madre no embrionarias, no germinales de 17 anterior que expresan ademas uno o mas oct4, rex-
1, rox-1 o sox-2.

19. Células madre no embrionarias, no germinales expandidas y aisladas que pueden diferenciarse en al menos
un tipo de célula de al menos dos de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico, habiendo
experimentado las células al menos 10-40 duplicaciones celulares en cultivo.

20. Las células madre no embrionarias, no germinales de 19 anterior que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

21. Las células madre no embrionarias, no germinales de 19 anterior que pueden diferenciarse en al menos un
tipo de célula de cada uno de los linajes embrionarios endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

22. Las células madre no embrionarias, no germinales de 21 anterior que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1, rox-1 o sox-2.

El sujeto puede ser humano.

Las células que expresan y/o secretan uno o mas factores proangiogénicos pueden usarse en métodos de
descubrimiento de farmacos para seleccionar un agente que module la capacidad de las células de expresar y/o
secretar uno o mas factores proangiogénicos para que puedan proporcionar angiogénesis. Dichos agentes incluyen,
aunque sin limitaciéon, moléculas organicas pequefias, acidos nucleicos de antisentido, ARNip, aptameros de ADN,
péptidos, anticuerpos, proteinas que no son anticuerpo, citocinas, quimiocinas y quimioatrayentes.

La potencia puede potenciarse exponiendo las células a una combinaciéon de TNF-q, IL-1B e IFN-y. Cualquiera de
estos componentes podria usarse individualmente. Podrian usarse otras moléculas proinflamatorias incluyendo,
aunque sin limitacién, otras interleucinas o interferones tales como IL1-a, IL-6, TGF-b, GM-CSF, IL11, IL12, IL17, IL18,
IL8, ligandos del receptor de tipo toll, incluyendo LPS, poli(1:C), CPGN-ODN y zimosano. La potencia puede
potenciarse exponiendo las células a latanoprost, un analogo de prostaglandina F. Las células pueden exponerse a
prostaglandina F, a cualquier otro analogo del receptor de prostaglandina F2 alfa, a prostaglandinas de tipo E o
analogos.

Como los efectos angiogénicos descritos en esta solicitud pueden provocarse por factores secretados, no solamente
las células, sino también el medio acondicionado (o extractos del mismo) producido del cultivo de las células, son Utiles
para conseguir los efectos. Dicho medio podria contener los factores secretados y, por lo tanto, podria usarse en lugar
de las células o afiadirse a las células. Por tanto, cuando pueden usarse células, debe entenderse que el medio
acondicionado (o extractos del mismo) también seria eficaz y podria sustituirse o afiadirse.

En vista de la propiedad de las células de conseguir los efectos angiogénicos, pueden establecerse bancos de células
que contienen células que se seleccionan para que tengan una potencia deseada para expresar y secretar uno o mas
factores proangiogénicos para proporcionar angiogénesis. Por consiguiente, también se divulga el ensayo de células
para la capacidad de expresar y/o secretar uno o mas factores proangiogénicos y la formacién de bancos de células
que tienen uno potencia deseada. El banco puede proporcionar una fuente para generar una composicién farmacéutica
a administrar a un sujeto. Las células pueden usarse directamente del banco o expandirse antes de su uso.
Especialmente en el caso de que las células se sometan a expansion adicional, después de la expansion es deseable
validar que las células aun tengan la potencia deseada. Los bancos permiten el uso "inmediato" de células que son
alogénicas para el sujeto.
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Por consiguiente, también se divulgan procedimientos de diagndstico realizados antes de administrar las células a un
sujeto. Los procedimientos incluyen evaluar la potencia de las células para expresar y/o secretar uno o mas factores
proangiogénicos para que puedan proporcionar angiogénesis. Las células pueden recogerse de un banco de células
y usarse directamente o expandirse antes de la administracion. En cualquier caso, las células podrian evaluarse para
la potencia deseada. Especialmente en el caso de que las células se sometan a expansién adicional, después de la
expansion es deseable validar que las células aun tengan la potencia deseada. O las células pueden obtenerse del
sujeto y expandirse antes de la administracion. En este caso, ademas, las células podrian evaluarse para la potencia
deseada antes de la administracion de nuevo al sujeto (autéloga).

Aunque las células que se seleccionan para la expresion de uno o mas factores proangiogénicos se ensayan
necesariamente durante el procedimiento de seleccion, puede ser preferible y prudente ensayar de nuevo las células
antes de su administracién a un sujeto para tratamiento para confirmar que las células aun expresan los niveles
deseados de los factores. Esto es particularmente preferible cuando las células expresoras se han expandido o se han
almacenado durante cualquier cantidad de tiempo, tal como en un banco de células, donde las células muy
probablemente estan congeladas durante el almacenamiento.

Con respecto a los métodos de tratamiento con células que expresan/secretan uno o mas factores proangiogénicos,
entre el aislamiento original de las células y la administracion a un sujeto, puede haber multiples ensayos (es decir,
secuenciales) para la expresiéon de uno o mas factores. Esto es para confirmar que las células aun expresan/secretan
el uno o mas factores proangiogénicos de las manipulaciones que se producen en este tramo de tiempo. Por ejemplo,
puede realizarse un ensayo después de cada expansion de las células. Si las células se almacenan en un banco de
células, pueden ensayarse después de liberarse del almacenamiento. Si se congelan, pueden ensayarse después de
descongelarse. Si las células del banco de células se expanden, pueden ensayarse después de la expansion.
Preferiblemente, puede ensayarse una parte del producto celular final (es decir, la preparacion celular que se
administra fisicamente al sujeto).

La divulgacioén incluye ademas ensayos de diagndstico postratamiento, después de la administracién de las células,
para evaluar la eficacia. Los ensayos de diagnoéstico incluyen, aunque sin limitacion, el analisis de la angiogénesis por
sintomas clinicos, morfolégicamente (por ejemplo, presencia de vasos) o por uno o mas biomarcadores de
angiogénesis.

La divulgacion también se refiere a métodos para establecer la dosificacion de las células evaluando la potencia de
las células para expresar y/o secretar uno o mas factores proangiogénicos para proporcionar angiogénesis. En este
caso, la potencia se determinaria y la dosificacién se ajustaria en consecuencia.

La potencia puede evaluarse midiendo las cantidades de los propios factores. También puede evaluarse ensayando
los efectos que los factores proporcionan, tal como angiogénesis in vivo o in vitro.

La divulgacion también se refiere a composiciones que comprenden una poblacion de las células que tienen una
potencia deseada y, particularmente, la expresion y/o secrecion de cantidades deseadas de uno o mas factores
proangiogénicos. Dichas poblaciones pueden encontrarse como composiciones farmacéuticas adecuadas para su
administracion a un sujeto y/o en bancos de células de los que pueden usarse las células directamente para su
administracion a un sujeto o expandirse antes de la administracion. Las células pueden tener potencia potenciada
(aumentada) en comparacién con la poblaciéon celular previa (precursora). Las células precursoras son como se
definen en este documento. La potenciacion puede ser por seleccion de expresores naturales o por factores externos
que actuan sobre las células.

Los métodos y las composiciones de la divulgacion son utiles para tratar cualquier enfermedad en que sea beneficiosa
la angiogénesis. Esto incluye, aunque sin limitacion, cualquier afecciéon isquémica, por ejemplo, infarto agudo de
miocardio, insuficiencia cardiaca crénica, vasculopatia periférica, apoplejia, oclusion total crénica, isquemia renal y
lesién renal aguda.

Para estos tratamientos, se administrarian las células que expresan el uno o mas factores proangiogénicos. Dichas
células podrian haberse evaluado para la cantidad del factor o factores que expresan y/o secretan y haberse
seleccionado para las cantidades deseadas de expresién y/o secrecion del factor o factores.

Se entiende que para el tratamiento de cualquiera de las enfermedades anteriores, puede ser conveniente usar dichas
células; es decir, las que se han evaluado para la expresion y/o la secrecidon del uno o mas factores y se han
seleccionado por un nivel deseado de expresion y/o secrecidon antes de la administracion para el tratamiento de la
afeccion.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1 - MultiStem induce angiogénesis in vitro y secreta multiples factores proangiogénicos (A). Fotografias de

angiogénesis in vitro inducida por medio acondicionado MultiStem (CM) con HUVEC cultivadas. (B) Cantidad
promedio de tubos formados por campo en cada condicion. (C) Matriz de anticuerpos de angiogénesis incubados
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con medio acondicionado del dia 4 MultiStem. VEGF, IL-8 y CXLC5 se secretan por MultiStem. Concentraciones
de proteina CXCL5 (D) VEGF (E) e IL-8 (F) en el medio usado de 3 dias de cuatro cultivos diferentes ilustran que
MultiStem expresa de forma constante estas proteinas en condiciones de cultivo convencionales.

Figura 2 - Se requiere VEGF para la angiogénesis inducida por MultiStem. La retirada de VEGF del medio
acondicionado evita la angiogénesis (A), la inmunorreducciéon de VEGF completa y la especificidad de anticuerpo,
mientras que los niveles de IL-8 (B) y CXCL5 (C) no se alteran. (D,E) La inmunorreduccion de VEGF reduce la
angiogénesis inducida por medio acondicionado MultiStem. La adiciéon de al menos 250 pg/ml de VEGF165 o
50 pg/ml de VEGF121 se requiere para restaurar algun nivel de angiogénesis aunque no se restaura
completamente la actividad.

Figura 3 - La IL-8 es necesaria para la angiogénesis inducida por MultiStem. La inmunorreduccién de IL-8 del
medio acondicionado reducia la angiogénesis, pero la adicién de IL-8 al medio basal era insuficiente para inducir
la angiogénesis. (A) Se incubaron HUVEC durante 18 horas con (a) medio de factor de crecimiento endotelial
(EGM), (b) medio MultiStem basal sin suero, (c) MultiStem CM sin suero de 4 dias, (d) control de isotipo de IgG de
conejo y (e) CM MultiStem sin suero de 4 dias inmunorreducido para IL-8. (B) IL-8 se reduce por inmunorreduccion
(C,D), los niveles de VEGF y CXCL5 no cambiaron.

Figura 4 - Se requiere CXCL5 para la angiogénesis inducida por MultiStem. Sin embargo, IL-8 y CXCL5 son
insuficientes para iniciar la angiogénesis. (A) Se incubaron HUVEC durante 18 horas con (a) medio de factor de
crecimiento endotelial (EGM), (b) EGM + control de isotipo de 1gG, ¢) EGM + 10 ug/ml de anticuerpo neutralizante
de CXCLS5, (d) medio MultiStem basal sin suero, (e) medio acondicionado MultiStem sin suero de 4 dias en solitario
(CM), (f) CM + control de isotipo de IgG, (g) CM + anticuerpo neutralizante de CXCL5 (10 ug/ml). (B,C) La adicion
de IL-8 (4000 pg/ml) o CXCL5 (150 pg/ml) en solitario o junto con medio basal MultiStem fue insuficiente para
inducir la angiogénesis.

Figura 5 - A diferencia de MultiStem, MSC no induce angiogénesis in vitro. (A) Ensayo de angiogénesis in vitro que
ilustra la diferencia en los efectos de MSC y medio acondicionado MultiStem (CM) sobre la formacién de tubos
celulares endoteliales (B). Fotografias de un ensayo de angiogénesis in vitro que muestran los efectos de MSC y
CM Multistem sobre la CM formacién de tubos celulares endoteliales después de 6 horas y 24 horas. (C-E)
Concentraciones de CXCL5, VEGF e IL-8 secretados por MSC y MultiStem.

Figura 6 - MultiStem y MSC tienen perfiles de secrecion distintos. Analisis de medio acondicionado de MSC y
MultiStem obtenidos del mismo donador (se analizaron 3 conjuntos de muestras del donador) en una matriz de
anticuerpo especifico de angiogénesis. (A) Fotos de la membrana desarrollada ilustran que el perfil de secrecion
de MultiStem es similar a MultiStem de otros donadores, pero muestran diferencias significativas en comparacion
con el perfil de secrecion de MSC, incluso del mismo donador. (B) Analisis semicuantitativo de las matrices que
muestran perfiles de secrecion distintos de MSC frente a MultiStem, incluyendo expresion exclusiva de IL-8 por
MultiStem. Los datos se expresan como el promedio de intensidad de mancha como un porcentaje del control
positivo, normalizado de nuevo al contenido de proteinas totales.

Figura 7 - El tratamiento de MultiStem con Cytomix aumenta la expresion de moléculas proangiogénicas in vitro.
MultiStem se cultivé durante tres dias y después se traté con Cytomix (10 ng/ml de TNF-a, IL-13 e IFNy) durante
24,48, 72 horas. Las células se recogieron posteriormente para el andlisis por RT-PCR para la expresion de genes
proangiogénicos. La expresion génica de CXCL5, FGF2 y HGF aumentaba sobre el nivel basal con tratamiento de
Cytomix. Adicionalmente, IL-8 también aumentaba en estas condiciones.

Figura 8 - El analisis de micromatriz también muestra una regulacion por aumento de la expresidon de genes
angiogénicos en MultiStem tratado con Cytomix (48 horas). La figura muestra una muestra de factores
angiogénicos que estaban regulados. El analisis de micromatriz muestra un aumento en factores proangiogénicos
en MultiStem tratado con Cytomix durante 6 o0 48 horas. Se analizé el ARN de MultiStem tratado con Cytomix (n = 6
por punto temporal) o MultiStem no tratado (n =6 por punto temporal) en un chip de micromatriz lllumina
(HumanHT-12_V4). Se examinaron dos bancos MultiStem. Esta figura da ejemplos del aumento factorial para una
muestra de los genes proangiogénicos regulados por aumento. Se requiere confirmacion adicional por gPCR y
esta actualmente en proceso.

Figura 9 - El tratamiento con Cytomix aumenta el potencial angiogénico de MultiStem en el ensayo de formacién
de tubos de HUVEC. La figura muestra la puntuacion de la angiogénesis. El tratamiento de MultiStem con Cytomix
aumenta la angiogénesis en el ensayo de formacion de tubos de HUVEC. El medio acondicionado sin suero
recogido de las células después de tres dias muestra que aunque el medio acondicionado de MultiStem sin tratar
daba una robusta formacién de tubos de HUVEC, el tratamiento de las células con Cytomix provocaba un aumento
del potencial angiogénico. El medio acondicionado sin suero de MSC de Lonza no inducia formacion significativa
de tubos de HUVEC. El tratamiento de MSC aumentaba solo ligeramente el potencial angiogénico. EGM = medio
de crecimiento endotelial (control positivo). EBM = medio endotelial basal sin suero (control negativo).
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Figuras 10A-C - El pretratamiento de MultiStem con prostaglandina F o latanoprost (agonista de prostaglandina F)
aumenta la expresion de los factores angiogénicos por MultiStem in vitro. El tratamiento de MultiStem con un
analogo de prostaglandina F, latanoprost, también aumentaba la expresion de factores proangiogénicos. MultiStem
se traté con un intervalo de dosis de latanoprost durante 24, 48 o 72 horas. La expresion génica de los factores
proangiogénicos entonces se analizé por RT-PCR. La expresion génica de KITLG (A), HGF y VEGF (B), e 1I-8 (C)
se aumentd. El agente bioldgico, prostaglandina F, también aumento los niveles de VEGF A (B).

Figura 11 - Ensayo de formacion de tubos de HUVEC para ensayar el potencial angiogénico de MultiStem tratado
con latanoprost (1 uM). La formacién de tubos de HUVEC aumentaba moderadamente con el medio acondicionado
de células tratadas con latanoprost en comparacion con medio acondicionado de células no tratadas. Se recogio
medio sin suero en el dia tres de MultiStem cultivado en solitario o en presencia de latanoprost (1 uM). El medio
basal o el medio basal con latanoprost afiadido no inducia formacion significativa de tubos. Por el contrario, el
medio acondicionado de células no tratadas en solitario o con latanoprost (1 uM) afiadido al medio después de
recogerlo, inducia angiogénesis a niveles iguales. El medio acondicionado sin suero recogido de células tratadas
durante tres dias con latanoprost aumentaba el potencial angiogénico moderadamente, medido por este ensayo in
vitro. Los medios MultiStem que contenian EGM y suero sirvieron como controles positivos. Los medios EBM y
basal sin suero fueron los controles negativos.

Figura 12 - Puede utilizarse analisis de angiogénesis In vitro para examinar la potencia de diferentes lotes de
células y protocolos de procesamiento. La medicion del potencial angiogénico usando el ensayo de formacién de
tubos de HUVEC puede usarse para evaluar la potencia de la funcién de las células de diferentes lotes de células
(descongelado a-f) o diferente procesamiento acondicionado (descongelado-f frente 24 h A-F).

Descripcion detallada de la invencion

Los encabezados de seccion se usan en este documento con fines organizativos Unicamente y no deben interpretarse
de ninguna manera como limitantes de la materia en cuestion descrita.

Los métodos y las técnicas de la presente solicitud se realizan en general de acuerdo con métodos convencionales
bien conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y
analizan durante toda la presente memoria descriptiva salvo que se indique lo contrario. Véase, por ejemplo, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.
Y. (2001) y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), y Harlow y
Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1990).

Definiciones

"Un" o "una" significa en este documento uno o mas de uno; al menos uno. Cuando se usa la forma plural en este
documento, en general incluye el singular.

Un "banco de células" es la nomenclatura industrial para células que se han cultivado y almacenado para uso futuro.
Las células pueden almacenarse en alicuotas. Pueden usarse directamente del almacenamiento o pueden expandirse
después del almacenamiento. Esto es una comodidad ya que hay células "inmediatas" disponibles para su
administracion. Las células pueden estar almacenadas en un excipiente farmacéuticamente aceptable de modo que
puedan administrarse directamente o pueden mezclarse con un excipiente apropiado cuando se liberan del
almacenamiento. Las células pueden congelarse o almacenarse de otro modo en una forma para conservar su
viabilidad. Pueden crearse bancos de células en que las células se han seleccionado para expresion potenciada de
uno o mas factores proangiogénicos. Después de la liberacion del almacenamiento, y antes de su administracion al
sujeto, puede ser preferible ensayar de nuevo las células para la potencia, es decir, el nivel de expresion de uno o
mas factores proangiogénicos. Esto puede hacerse usando cualquiera de los ensayos, directos o indirectos, descritos
en esta solicitud o conocidos de otro modo en la técnica. Entonces, las células que tienen la potencia deseada pueden
entonces administrarse al sujeto para el tratamiento. Los bancos pueden generarse usando células obtenidas del
individuo a tratar (de sus tejidos prenatales tales como placenta, sangre de cordon umbilical o matriz de cordén
umbilical o expandirse a partir del individuo en cualquier momento después del nacimiento). O los bancos pueden
contener células para usos alogénicos.

"Coadministrar" significa administrar junto con otro, conjuntamente, de forma coordinada, incluyendo administracion
simultanea o secuencial de dos o mas agentes.

"Que comprende" significa, sin otra limitacion, que incluye lo mencionado, necesariamente, sin ninguna reserva o
exclusion sobre cualquier otra cosa que pueda incluirse. Por ejemplo, "una composicion que comprende x e y" abarca
cualquier composicion que contiene x e y, sin importar otros componentes que puedan estar presentes en la
composicion. Asimismo, "un método que comprende la etapa de x" abarca cualquier método en que se realiza x, sea
x la unica etapa en el método o sea Unicamente una de las etapas, sin importar cuantas otras etapas pueda haber y
sin importar como de simple o complejo es x en comparacién con ellas. "Comprendido de y frases similares usando
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palabras de la raiz "comprender" se usan en este documento como sinénimos de "que comprende" y tienen el mismo
significado.

"Comprendido de" es un sindnimo de "que comprende" (véase anteriormente).

"Medio de cultivo celular acondicionado" es una expresion bien conocida en la técnica y se refiere a medio en que se
han cultivado células. En este documento, esto significa que las células se cultivan durante un tiempo suficiente para
secretar los factores que son eficaces para conseguir cualquiera de los resultados descritos en esta solicitud,
incluyendo proporcionar angiogénesis o proporcionar uno o mas factores proangiogénicos.

Medio de cultivo celular acondicionado se refiere a medio en que se han cultivado células para que secreten factores
al medio. Las células pueden cultivarse a través de un numero suficiente de divisiones celulares para producir
cantidades eficaces de dichos factores de modo que el medio tenga los efectos, incluyendo proporcionar angiogénesis
0 proporcionar uno o mas factores proangiogénicos. Las células se retiran del medio por cualquiera de los métodos
conocidos en la técnica incluyendo, aunque sin limitacion, centrifugacion, filtracion, inmunorreduccion (por ejemplo,
mediante anticuerpos marcados y columnas magnéticas), y clasificacién FACS.

Las "células EC" se descubrieron a partir del andlisis de un tipo de cancer llamado teratocarcinoma. En 1964, los
investigadores apreciaron que una Unica célula en teratocarcinomas podia aislarse y permanecer indiferenciada en
cultivo. Este tipo de célula madre llegd a ser conocido como célula de carcinoma embrionario (célula EC).

"Cantidad eficaz" generalmente significa una cantidad que proporciona el efecto local o sistémico deseado que resulta
de proporcionar angiogénesis. Por ejemplo, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para lograr un resultado
clinico beneficioso o deseado. La cantidad eficaz puede proporcionarse toda de una vez en una Unica administracion
0 en cantidades fraccionadas que proporcionan la cantidad eficaz en varias administraciones. La determinacion precisa
de lo que se consideraria una cantidad eficaz puede basarse en factores individuales para cada sujeto, incluyendo su
tamafio, edad, lesion y/o enfermedad o lesidn que se esta tratando, y la cantidad de tiempo desde que se ha producido
la lesién 0 a empezado la enfermedad. Un experto en la materia también sera capaz de determinar la cantidad eficaz
para un sujeto dado basandose en estas consideraciones que son rutinarias en la técnica. Como se usa en este
documento, con respecto al tratamiento, "dosis eficaz" significa lo mismo que "cantidad eficaz".

"Ruta eficaz" generalmente significa una ruta que proporciona el suministro de un agente a un compartimento, sistema
o localizacion deseada. Por ejemplo, una ruta eficaz es una a través de la que puede administrarse un agente para
proporcionar en el sitio deseado de accidén una cantidad del agente suficiente para lograr un resultado clinico
beneficioso o deseado.

Las "células madre embrionarias (ESC)" son bien conocidas en la técnica y se han preparado a partir de muchas
especies de mamifero diferentes. Las ESC se describen en este documento por referencia unicamente ya que no
estan cubiertas por las reivindicaciones. Las células madre embrionarias son células madre derivadas de la masa
celular interior de un embrién en fase temprana conocido como blastocisto. Pueden diferenciarse en todos los
derivados de las tres capas germinales principales: ectodermo, endodermo y mesodermo. Estas incluyen cada uno de
los mas de 220 tipos celulares en el cuerpo adulto. Las células ES pueden convertirse en cualquier tejido en el
organismo, excluyendo la placenta. Unicamente las células de la mérula son totipotentes, con capacidad de convertirse
en todos los tejidos y una placenta. Algunas células similares a ESC pueden producirse por transferencia nuclear de
un nucleo de célula somatica en un 6vulo fertilizado enucleado.

El uso del término "incluye" no pretende ser limitante.
"Aumentar" o "aumento" significa inducir un evento biolégico completamente o aumentar el grado del evento.

"Células madre pluripotentes inducidas (IPSC o células IPS)" son células somaticas que se han reprogramado, por
ejemplo, introduciendo genes exdgenos que confieren a la célula somatica un fenotipo menos diferenciado. Estas
células entonces pueden inducirse para que se diferencien en descendencia menos diferenciada. Las células IPS se
han obtenido usando modificaciones de una estrategia originalmente descubierta en 2006 (Yamanaka, S. et al., Cell
Stem Cell, 1:39-49 (2007)). Por ejemplo, en un caso, para crear células IPS, los cientificos empezaron con células de
piel que después se modificaron por una técnica de laboratorio convencional usando retrovirus para insertar genes en
el ADN celular. En un caso, los genes insertados eran Oct4, Sox2, Lif4 y c-myc, conocidos por actuar conjuntamente
como reguladores naturales para mantener las células en un estado de tipo célula madre embrionaria. Estas células
se han descrito en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Wernig et al., PNAS, 105:5856-5861 (2008); Jaenisch et al.,
Cell, 132:567-582 (2008); Hanna et al., Cell, 133:250-264 (2008); y Brambrink et al., Cell Stem Cell, 2:151-159 (2008).
Estas referencias muestran las IPSC y los métodos para producirlas. También es posible que dichas células puedan
crearse por condiciones de cultivo especificas (exposicion a agentes especificos).

El término "aislado" se refiere a una célula o células que no estan asociadas con una o mas células o uno o mas
componentes celulares que estan asociados con la célula o células in vivo. Una "poblacion enriquecida" significa un
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aumento relativo en los numeros de una célula deseada respecto a uno o mas tipos celulares diferentes in vivo o en
cultivo primario.

Sin embargo, como se usa en este documento, el término "aislado" no indica la presencia de Unicamente células
madre. En su lugar, el término "aislado" indica que las células se retiran de su entorno tisular natural y se presentan a
una concentracion mayor en comparacion con el entorno tisular normal. Por consiguiente, una poblacion de células
"aislada" puede incluir ademas tipos celulares ademas de células madre y puede incluir componentes tisulares
adicionales. Esto también puede expresarse en términos de duplicaciones celulares, por ejemplo. Una célula puede
experimentar 10, 20, 30, 40 o mas duplicaciones in vitro o ex vivo de modo que se enriquezca en comparacion con
sus numeros originales in vivo o en su entorno tisular original (por ejemplo, médula 6sea, sangre periférica, placenta,
cordén umbilical, sangre de cordon umbilical, tejido adiposo, etc.).

"MAPC" es un acrénimo para "célula progenitora adulta multipotente”. Se refiere a una célula que no es una célula
madre embrionaria o célula germinal, sino que tiene algunas caracteristicas de estas. La MAPC puede caracterizarse
en varias descripciones alternativas, cada una de las cuales conferia novedad a las células cuando se descubrieron.
Pueden caracterizarse, por lo tanto, por una o0 mas de esas descripciones. En primer lugar, tienen capacidad de
replicacién prolongada en cultivo sin transformarse (tumorigénica) y con un cariotipo normal. En segundo lugar, pueden
dar lugar a descendencia celular de mas de una capa germinal, tal como dos o las tres capas germinales (es decir,
endodermo, mesodermo y ectodermo) después de la diferenciacion. En tercer lugar, aunque no son células madre
embrionarias o células germinales, pueden expresar marcadores de estos tipos celulares primitivos de modo que las
MAPC pueden expresar uno o mas de Oct 3/4 (es decir, Oct 3A), rex-1 y rox-1. También pueden expresar uno o0 mas
de sox-2 y SSEA-4. En cuarto lugar, como una célula madre, pueden autorrenovarse, es decir, tienen una capacidad
de replicacion prolongada sin transformarse. Esto significa que estas células expresan telomerasa (es decir, tienen
actividad telomerasa). Por consiguiente, el tipo celular que se denomind "MAPC" puede caracterizarse por
caracteristicas basicas alternativas que describen la célula mediante algunas de sus propiedades novedosas.

El término "adulto" en MAPC no es restrictivo. Se refiere a una célula somatica no embrionaria. Las MAPC son
normales en su cariotipo y no forman teratomas in vivo. Este acronimo se uso por primera vez en la patente de Estados
Unidos n.° 7 015 037 para describir una célula pluripotente aislada de médula 6sea. Sin embargo, las células con
marcadores pluripotenciales y/o potencial de diferenciacion se han descubierto posteriormente y, pueden ser
equivalentes a aquellas células denominadas por primera vez "MAPC." Se proporcionan descripciones esenciales del
tipo de célula MAPC en el sumerio de la invencion anterior.

Las MAPC representan una poblacion de células progenitoras mas primitivas que las MSC (Verfaillie, C.M., Trends
Cell Biol 12:502-8 (2002), Jahagirdar, B.N., et al., Exp Hematol, 29:543-56 (2001); Reyes, M. y C.M. Verfaillie, Ann N
YAcad Sci, 938:231-233 (2001); Jiang, Y. et al., Exp Hematol, 30896-904 (2002); y (Jiang, Y. et al., Nature, 418:41-9.
(2002)).

El término "MultiStem®" es la marca registrada para una preparacion de células basada en las MAPC de la patente
de Estados Unidos n.° 7 015037, es decir, una célula madre no embrionaria, no germinal como se describe
anteriormente. MultiStem® se prepara de acuerdo con métodos de cultivo celular divulgados en esta solicitud de
patente, particularmente, menor contenido de oxigeno y mayor contenido de suero.

"Vehiculo farmacéuticamente aceptable" es cualquier medio farmacéuticamente aceptable para las células usadas.
Dicho medio puede retener la isotonicidad, el metabolismo celular, el pH y similares. Es compatible con la
administracion a un sujeto in vivo, y puede usarse, por lo tanto, para suministro celular y el tratamiento.

El término "potencia" se refiere al grado de eficacia de las células (0 medio acondicionado de las células) para
conseguir los diversos efectos descritos en esta solicitud. Por consiguiente, la potencia se refiere al efecto a diversos
niveles, incluyendo, aunque sin limitacion, (1) proporcionar angiogénesis, (2) expresar y/o secretar uno o mas factores
proangiogénicos o (3) tratar un sintoma clinico asociado con angiogénesis inadecuada para reducir (incluyendo
prevenir) el sintoma.

Las "células germinales embrionarias primordiales" (células PG o EG) pueden cultivarse y estimularse para producir
tipos celulares mucho menos diferenciados. Las células PG o EG se describen en este documento por referencia
unicamente ya que no estan cubiertas por las reivindicaciones.

Las "células progenitoras" son células producidas durante la diferenciacion de una célula madre que tiene algunas,
pero no todas, de las caracteristicas de su descendencia diferenciada hasta el final. Las células progenitoras definidas,
tales como "células progenitoras cardiacas", estan comprometidas a un linaje, pero no a un tipo celular especifico o
diferenciado hasta el final. El término "progenitor" como se usa en el acrénimo "MAPC" no limita estas células a un
linaje particular. Una célula progenitora puede formar célula de la descendencia que esta mas altamente diferenciada
que la célula progenitora.

El término "reducir", como se usa en este documento, significa prevenir, asi como disminuir. En el contexto de
tratamiento, "reducir" es prevenir o0 mejorar uno o mas sintomas clinicos. Un sintoma clinico es uno (o mas) que tiene
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o tendra, si se deja sin tratar, un impacto negativo sobre la calidad de vida (salud) del sujeto. También se aplica a los
efectos biolégicos subyacentes, cuyo resultado final seria mejorar los efectos perjudiciales de la angiogénesis
inadecuada.

"Seleccionar" una célula con un nivel deseado de potencia (por ejemplo, para expresar y/o secretar uno o mas factores
proangiogénicos) puede significar la identificacion (como mediante ensayo), aislamiento y expansion de una célula.
Esto podria crear una poblacion que tiene una potencia mayor que la poblacién de células precursoras de la que se
aislo la célula. La poblacion de células "precursoras” se refiere a las células precursoras a partir de las que se dividieron
las células seleccionadas. "Precursor” se refiere a una relaciéon P1 — F1 real (es decir, una célula de la descendencia).
De modo que, si la célula X se aisla de una poblacién mixta de células X e Y, en que X es un expresor e Y no, no se
clasificaria un simple aislado de X como con expresion potenciada. Pero, si una célula de la descendencia de X es un
expresor superior, se clasificaria la célula de la descendencia como con expresion potenciada.

Seleccionar una célula que expresa el uno o més factores proangiogénicos, incluiria tanto un ensayo para determinar
si hay expresion/secrecion del uno o mas factores proangiogénicos y también incluiria obtener la célula expresora. La
célula expresora puede expresar de forma natural el uno o mas factores proangiogénicos en que la célula no expresa
el factor o factores por medios recombinantes. Pero un expresor puede mejorarse incubandolo con o exponiéndolo a
un agente que aumenta la expresion del factor. La poblacién celular de la que se selecciona la célula expresora puede
no ser conocida por expresar el uno o mas factores proangiogénicos antes de realizar el ensayo.

La seleccion podria ser de células en un tejido. Por ejemplo, en este caso, se aislarian células de un tejido deseado,
se expandirian en cultivo, se seleccionarian para la expresion/secrecion de uno o mas factores proangiogénicos y las
células seleccionadas se expandirian adicionalmente.

La seleccion también podria ser de células ex vivo, tales como células en cultivo. En este caso, se ensayaria una o
mas de las células en cultivo para la expresidn/secrecion de uno o mas factores proangiogénicos y las células
obtenidas que expresan/secretan uno o mas factores proangiogénicos podrian expandirse adicionalmente.

Las células también podrian seleccionarse para expresion/secrecion potenciada de uno o mas factores
proangiogénicos. En este caso, la poblacion celular de la que se obtiene el expresor potenciado puede que ya
exprese/secrete el uno o mas factores proangiogénicos. La expresion/secrecion potenciada significa una cantidad
(expresion y/o secrecion) promedio mayor de uno o mas factores proangiogénicos por célula que en la poblacion
expresora precursora.

La poblacion precursora de la que se selecciona el expresor superior puede ser sustancialmente homogénea (el mismo
tipo celular). Una manera para obtener un expresor superior a partir de esta poblacién es crear células individuales o
combinaciones de células y ensayar esas células o combinaciones de células para la expresién/secrecion de uno o
mas factores proangiogénicos para obtener clones que expresen/secreten de forma natural niveles potenciados de
uno o mas factores proangiogénicos (en oposicion al tratamiento de las células con un inductor de uno o mas factores
proangiogénicos) y después expandir esas células que son expresores superiores de forma natural.

Sin embargo, las células pueden tratarse con uno o mas agentes que potenciaran la expresion del factor del gen
celular enddgeno para el factor. Por tanto, pueden tratarse poblaciones sustancialmente homogéneas para potenciar
la expresion.

Si la poblacién no es sustancialmente homogénea, entonces, es preferible que la poblacién de células precursoras a
tratar contenga al menos 100 del tipo de célula expresora en que se busca la expresion potenciada, mas
preferiblemente al menos 1000 de las células, y aun mas preferiblemente, al menos 10 000 de las células. Después
del tratamiento, esta subpoblacion puede recuperarse de la poblacion heterogénea pro técnicas de seleccién celular
conocidas y expandirse adicionalmente si se desea.

Por tanto, los niveles deseados de expresion del factor pueden ser aquellos que son mayores que los niveles en una
poblacion precedente dada. Por ejemplo, las células que se ponen en cultivo primario a partir de un tejido y se
expanden y aislan por condiciones de cultivo que no estan disefiadas especificamente para promover la expresion del
factor, pueden proporcionar una poblacién precursora. Dicha poblacidon precursora puede tratarse para potenciar la
expresion promedio del factor por célula o cribarse para una célula o células dentro de la poblacién que expresa niveles
superiores mayores sin tratamiento deliberado. Dichas células pueden expandirse entonces para proporcionar una
poblacién con una expresion mayor (deseada).

"Autorrenovacion" se refiere a la capacidad de producir células madre hijas replicadas que tienen potencial de
diferenciacion que es idéntico a las de aquellas de las que surgen. Un término similar usado en este contexto es
"proliferacion”.

"Célula madre" significa una célula que puede experimentar autorrenovacion (es decir, descendencia con el mismo

potencial de diferenciacién) y también producir células de la descendencia que estan mas restringidas en el potencial
de diferenciacién. Dentro del contexto de la invencién, una célula madre también abarcaria una célula mas diferenciada
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que se ha desdiferenciado, por ejemplo, mediante la introduccién de factores de transcripcion especificos, 0 mediante
cultivo en condiciones especificas. Por motivos de referencia, fuera del contexto de la invencion, la desdiferenciacién
también puede producirse por transferencia nuclear o por fusién con una célula madre mas primitiva. Véase, por
ejemplo, Wilmut et al., Nature, 385:810-813 (1997); Ying et al., Nature, 416:545-548 (2002); Guan et al., Nature,
440:1199-1203 (2006); Takahashi et al., Cell, 126:663-676 (2006); Okita et al., Nature, 448:313-317 (2007); y
Takahashi et al., Cell, 131:861-872 (2007).

La desdiferenciacién también puede causarse mediante la administracion de determinados compuestos o la exposicion
a un entorno fisico in vitro o in vivo que causaria la desdiferenciacion. Las células madre también pueden obtenerse
de tejido anémalo, tal como un teratocarcinoma y algunas otras fuentes tales como cuerpos embrioides (aunque estos
pueden considerarse células madre embrionarias porque se obtienen de tejido embrionario, aunque no directamente
de la masa celular interior). Las células madre también pueden producirse introduciendo genes asociados con la
funcién de la célula madre en una célula que no es célula madre, tal como una célula madre pluripotente inducida.

"Sujeto" significa un vertebrado, tal como un mamifero, tal como se un ser humano. Los mamiferos incluyen, aunque
sin limitacién, seres humanos, perros, gatos, caballos, vacas y cerdos.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de un agente determinado para producir
cualquier respuesta terapéutica en un mamifero. Por ejemplo, los agentes terapéuticos eficaces pueden prolongar la
supervivencia del paciente, y/o inhibir los sintomas clinicos evidentes. Los tratamientos que son terapéuticamente
eficaces dentro del significado de la expresion como se usa en este documento, incluyen tratamientos que mejoran la
calidad de vida de un sujeto incluso si no mejoran el resultado de la enfermedad per se. Dichas cantidades
terapéuticamente eficaces se averiguan facilmente por un experto en la materia. Por tanto, "tratar" significa suministrar
dicha cantidad. Por tanto, el tratamiento puede prevenir o mejorar los sintomas patologicos de angiogénesis
inadecuada.

"Tratar", "que trata", o "tratamiento" se usan ampliamente en relacion con la invencién y cada uno de estos términos
abarca, entre otros, prevencién, mejora, inhibicién o cura de una deficiencia, disfuncion, enfermedad u otro proceso
perjudicial, incluyendo los que interfieren con y/o son el resultado de una terapia.

"Validar" significa confirmar. En contexto de la divulgacion, se confirma que una célula es un expresor con una potencia
deseada. Esto es de tal manera que entonces se puede usar esa célula (en tratamiento, formacion de bancos, cribado
de farmacos, etc.) con una expectativa de eficacia razonable. Por consiguiente, validar significa confirmar que las
células, que se ha encontrado originalmente que tienen/se han establecido como que tienen actividad proangiogénica,
de hecho, retienen esa actividad. Por tanto, la validacién es un evento de verificacién en un proceso de dos eventos
que implica la determinacion original y la determinacion de seguimiento. El segundo evento se menciona en este
documento como "validacion."

Células madre

La presente invencién puede ponerse en practica, usando células madre Unicamente como se define en las
reivindicaciones, que pueden ser de especies vertebradas, tales como seres humanos, primates no humanos,
animales domésticos, ganado u otros mamiferos no humanos. Los tipos de células madre (de los que las células
madre embrionarias y las células germinales estan fuera del alcance de las reivindicaciones y se marcan "por motivos
de referencia" en consecuencia) se describen a continuacion.

Células madre embrionarias (por motivos de referencia)

La célula madre mejor estudiada es la célula madre embrionaria (ESC) ya que tiene autorrenovacion ilimitada y
potencial de diferenciacion multipotente. Estas células se obtienen de la masa celular interior del blastocisto o pueden
obtenerse de las células germinales primordiales de un embridon posimplante (células germinales embrionarias o
células EG). Las células ES y EG se han obtenido, por primera vez de ratén, y posteriormente de muchos animales
diferentes, y mas recientemente, también de primates no humanos y seres humanos. Cuando se introducen en
blastocistos de raton o blastocistos de otros animales, las ESC pueden contribuir a todos los tejidos del animal. Las
células ES y EG pueden identificarse por tincién positiva con anticuerpos contra SSEA1 (ratén) y SSEA4 (ser humano).
Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5453 357; 5656 479; 5670 372; 5843 780; 5 874 301;
5914 268; 6 110 739 6 190 910; 6 200 806; 6432 711; 6436 701, 6 500 668; 6 703 279; 6 875 607; 7 029 913;
7 112 437;7 145 057; 7 153 684; y 7 294 508, que muestran células madre embrionarias y métodos de generacion y
expansion de las mismas. Por consiguiente, las ESC y los métodos para aislarlas y expandirlas son bien conocidas
en la técnica.

Se han identificado varios factores de transcripcion y citocinas exdgenas que influyen en el estado de potencia de las
células madre embrionarias in vivo. El primer factor de transcripcién a describir que esta implicado en la pluripotencia
de las células madre es Oct4. Oct4 pertenece a la familia POU (Pit-Oct-Unc) de factores de transcripcion y es una
proteina de uniéon a ADN que puede activar la transcripcion de genes, que contiene una secuencia octamérica llamada
"el motivo octamérico" dentro del promotor o regién potenciadora. Oct4 se expresa en el momento de la fase de
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escision del cigoto fertilizado hasta que se forma el cilindro del évulo. La funcién de Oct3/4 es reprimir los genes que
inducen diferenciacion (es decir, FoxaD3, hCG) y activar los genes que promueven la pluripotencia (FGF4, Utf1, Rex1).
Sox2, un miembro de los factores de transcripcion de secuencia de grupo de alta movilidad (HMG), coopera con Oct4
activando la transcripcion de genes expresados en la masa celular interior. Es esencial que la expresién de Oct3/4 en
las células madre embrionarias se mantenga entre determinados niveles. La sobreexpresion o regulacién por
disminucion de >50 % del nivel de expresion de Oct4 alterara el destino de la célula madre embrionaria, con la
formacion de endodermo/mesodermo primitivo o trofectodermo, respectivamente. In vivo, embriones con deficiencia
de Oct4 se desarrollan hasta la fase de blastocisto, pero las células de la masa celular interior no son pluripotentes.
En su lugar, se diferencian a lo largo del linaje de trofoblasto extraembrionario. Sall4, un factor de transcripcion Spalt
de mamifero, es un regulador anterior de Oct4 y, por lo tanto, es importante para mantener los niveles apropiados de
Oct4 durante las fases tempranas de embriologia. Cuando los niveles de Sall4 caen por debajo de un determinado
umbral, las células del trofectodermo se expandiran de forma ectdpica en la masa celular interior. Otro factor de
transcripcion requerido para la pluripotencia es Nanog, por el nombre de una tribu céltica "Tir Nan Og": la tierra de los
siempre jovenes. In vivo, Nanog se expresa desde la fase de la mérula compactada, se define posteriormente en la
masa celular interior y se regula por disminucion mediante la fase de implante. La regulacion por disminucion de Nanog
puede ser importante para evitar una expansion incontrolada de células pluripotentes y para permitir la diferenciacion
de multiples linajes durante la gastrulacién. Los embriones nulos para Nanog, aislados en el dia 5,5, consisten en un
blastocisto desorganizado, que contiene principalmente endodermo extraembrionario y sin epiblasto discernible.

Células madre no embrionarias

Se han identificado células madre en la mayoria de los tejidos. Quiz4, la mejor caracterizada es la célula madre
hematopoyética (HSC). Las HSC son células derivadas del mesodermo que pueden purificarse usando marcadores
de superficie celular y caracteristicas funcionales. Se han aislado de médula 6sea, sangre periférica, sangre de cordén
umbilical, higado fetal y el saco vitelino. Inician la hematopoyesis y generan multiples linajes hematopoyéticos. Cuando
se trasplantan en animales irradiados de forma mortal, pueden repoblar la combinacién celular de neutrofilos eritroides-
macréfagos, megacariocitos y células linfoides hematopoyéticas. También pueden inducirse para que experimenten
algo de divisiéon celular de autorrenovacion. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5 635 387;
5460 964; 5677 136; 5750 397; 5681 599; y 5716 827. La patente de Estados Unidos n.° 5 192 553 informa de
métodos para aislar células madre o progenitoras hematopoyéticas neonatales o fetales humanas. La patente de
Estados Unidos n.° 5 716 827 informa de células hematopoyéticas humanas que son progenitores Thy-1+, y medios
de cultivo apropiados para regenerarlas in vitro. La patente de Estados Unidos n.° 5 635 387 informa de un método y
dispositivo para cultivar células hematopoyéticas humanas y sus precursores. La patente de Estados Unidos n.°
6 015 554 describe un método de reconstitucion de células linfoides y dendriticas humanas. Por consiguiente, las HSC
y los métodos para aislarlas y expresarlas son bien conocidas en la técnica.

Otra célula madre que es bien conocido en la técnica es la célula madre neural (NSC). Estas células pueden proliferar
in vivo y regenerar de forma continua al menos algunas células neuronales. Cuando se cultivan ex vivo, las células
madre neurales pueden inducirse a proliferar, asi como a diferenciarse en diferentes tipos de neuronas y células de la
glia. Cuando se trasplantan en el cerebro, las células madre neurales pueden injertarse y generar células neurales y
de la glia. Véanse, por ejemplo, Gage F.H., Science, 287:1433-1438 (2000), Svendsen S.N. et al, Brain Pathology,
9:499-513 (1999), y Okabe S. et al., Mech Development, 59:89-102 (1996). La patente de Estados Unidos n.°
5 851 832 informa de células madre neurales multipotentes obtenidas de tejido cerebral. La patente de Estados Unidos
n.° 5 766 948 informa de la produccién de neuroblastos a partir de hemisferios cerebrales de recién nacidos. Las
patentes de Estados Unidos n.° 5 564 183 y 5 849 553 informan del uso de células madre de la cresta neural de
mamifero. La patente de Estados Unidos n.° 6 040 180 informa de la generacién in vitro de neuronas diferenciadas a
partir de cultivos de células madre del SNC multipotenciales de mamifero. El documento WO 98/50526 y el documento
WO 99/01159 informan de la generacidon y aislamiento de células madre neuroepiteliales, precursores de
oligodendrocitos-astrocitos y precursores neuronales de linaje restringido. La patente de Estados Unidos n.° 5 968 829
informa de células madre neurales obtenidas de prosencéfalo embrionario. Por consiguiente, las células madre
neurales y los métodos para generarlas y expandirlas son bien conocidos en la técnica.

Otra célula madre que se ha estudiado ampliamente en la técnica es la célula madre mesenquimatosa (MSC). Las
MSC se obtienen de mesodermo embrionario y pueden aislarse de muchas fuentes, incluyendo médula ésea adulta,
sangre periférica, grasa, placenta y sangre umbilical, entre otras. Las MSC pueden diferenciarse en muchos tejidos
mesodérmicos, incluyendo musculo, hueso, cartilago, grasa y tendon. Hay bibliografia considerable sobre estas
células. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.°5 486 389; 5827 735; 5811 094; 5 736 396;
5837 539; 5837 670; y 5 827 740. Véase también Pittenger, M. et al., Science, 284:143-147 (1999).

Otro ejemplo de una célula madre adulta es células madre adultas derivadas de tejido adiposo (ADSC) que se han
aislado de grasa, tipicamente por liposuccion seguida de liberacion de las ADSC usando colagenasa. Las ADSC son
similares en muchos aspectos a las MSC derivadas de médula 6sea, excepto en que es posible aislar muchas mas
células de la grasa. Se ha informado de que estas células se diferencian en hueso, grasa, musculo, cartilago y
neuronas. Se ha descrito un método de aislamiento en el documento U.S. 2005/0153442.
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Otras células madre que son conocidas en la técnica incluyen células madre gastrointestinales, células madre
epidérmicas y células madre hepaticas, que también se han llamado "ovalocitos" (Potten, C., et al., Trans R Soc Lond
B Biol Sci, 353:821-830 (1998), Watt, F., Trans R Soc Lond B Biol Sci, 353:831 (1997); Alison et al., Hepatology,
29:678-683 (1998).

Otras células madre no embrionarias que se ha informado que pueden diferenciarse en tipos celulares de mas de una
capa germinal embrionaria incluyen, aunque sin limitacion, células de sangre de cordén umbilical (véase la publicacion
de Estados Unidos n.° 2002/0164794), placenta (véase la publicaciéon de Estados Unidos n.° 2003/0181269, matriz de
corddén umbilical (Mitchell, K.E. et al., Stem Cells, 21:50-60 (2003)), células madre de tipo embrionario pequefias
(Kucia, M. et al., J Physiol Pharmacol, 57 Suppl 5:5-18 (2006)), células madre de liquido amnidtico (Atala, A., J Tissue
Regen Med, 1:83-96 (2007)), precursores derivados de piel (Toma et al., Nat Cell Biol, 3:778-784 (2001)) y médula
Osea (véanse la publicacion de Estados Unidos n.° 2003/0059414 y 2006/0147246).

Estrategias de reprogramacion de células somaticas (por motivos de referencia)

Se han empleado varias estrategias diferentes tales como trasplante nuclear, fusion celular y reprogramacion inducida
por cultivo para inducir la conversién de células diferenciadas en un estado embrionario. La transferencia nuclear
implica la inyeccion de un nucleo somatico en un ovocito enucleado que, tras la transferencia a una madre sustituta,
puede dar lugar a un clon ("clonacién reproductora”) o, tras el explante en cultivo, puede dar lugar a células madre
embrionarias (ES) genéticamente coincidentes ("transferencia nuclear de células somaticas", SCNT). La fusion celular
de células somaticas con células ES provoca la generacion de hibridos que muestran todas las caracteristicas de las
células ES pluripotentes. El explante de células somaticas en cultivo selecciona lineas celulares inmortales que pueden
ser pluripotentes o multipotentes. Actualmente, las células madre de espermatogonias son la Unica fuente de células
pluripotentes que pueden obtenerse de animales posnatales. La transduccion de células somaticas con factores
definidos puede iniciar la reprogramacion a un estado pluripotente. Estas estrategias experimentales se han revisado
ampliamente (Hochedlinger y Jaenisch, Nature, 441:1061-1067 (2006) y Yamanaka, S., Cell Stem Cell, 1:39-49
(2007)).

Transferencia nuclear (por motivos de referencia)

El trasplante nuclear (NT), también mencionado como transferencia nuclear de células somaticas (SCNT), indica la
introduccion de un nucleo desde una célula somatica donadora a un ovocito enucleado para generar un animal clonado
tal como la oveja Dolly (Wilmut et al., Nature, 385:810-813 (1997). La generacion de animales vivos por NT demostré
que el estado epigenético de las células somaticas, incluyendo el de las células diferenciadas hasta el final, aunque
estable, no se fija de forma irreversible, sino que puede reprogramarse a un estado embrionario que puede dirigir el
desarrollo de un nuevo organismo. Ademas de proporcionar una estrategia experimental excitante para dilucidar los
mecanismos epigenéticos basicos implicados en el desarrollo embrionario y enfermedades, la tecnologia de clonacion
nuclear es de interés potencial para la medicina de trasplante especifico de paciente.

Fusién de células somaticas y células madre embrionarias (por motivos de referencia)

La reprogramacion epigenética de nucleos somaticos a un estado indiferenciado se ha demostrado en hibridos
murinos producidos por fusién de células embrionarias con células somaticas. Los hibridos entre diversas células
somaticas y células de carcinoma embrionario (Solter, D., Nat Rev Genet, 7:319-327 (2006), células germinales
embrionarias (EG) o ES (Zwaka y Thomson, Development, 132:227-233 (2005)) comparten muchas caracteristicas
con las células embrionarias precursoras, lo que indica que el fenotipo pluripotente es dominante en dichos productos
de fusion. Como con ratén (Tada et al., Curr Biol, 11:1553-1558 (2001)), las células ES humanas tienen el potencial
de reprogramar nucleos somaticos después de la fusién (Cowan et al., Science, 309:1369-1373(2005)); Yu et al.,
Science, 318:1917-1920 (2006)). La activacion de marcadores de pluripotencia silenciosos tales como Oct4 o la
reactivacion del cromosoma X somatico inactivo proporcioné evidencias moleculares para la reprogramacion del
genoma somatico en las células hibridas. Se ha sugerido que la replicacion del ADN es esencial para la activacion de
los marcadores de pluripotencia, que se observa por primera vez 2 dias después de la fusion (Do y Scholer, Stem
Cells, 22:941-949 (2004)), y que la sobreexpresion forzada de Nanog en células ES promueve la pluripotencia cuando
se fusionan con células madre neurales (Silva et al., Nature, 441:997-1001 (2006)).

Reprogramacion inducida por cultivo

Las células pluripotentes se han obtenido de fuentes embrionarias tales como blastdémeros y la masa celular interna
(ICM) del blastocisto (células ES), del epiblasto (células EpiSC), de células germinales primordiales (células EG) y
células madre de espermatogonias postnatales ("maGSCsm", células "de tipo ES"). Las células aisladas de células
madre embrionarias y células germinales se describen por motivos de referencia Unicamente. Las siguientes células
pluripotentes, junto con la célula/tejido donador es de la siguiente manera: células ES partogénicas se obtienen de
ovocitos murinos (Narasimha et al., Curr Biol, 7:881-884 (1997)); las células madre embrionarias se han obtenido de
blastémeros (Wakayama et al., Stem Cells, 25:986-993 (2007)); las células de la masa celular interior (fuente no
aplicable) (Eggan et al., Nature, 428:44-49 (2004)); células germinales embrionarias y de carcinoma embrionario se
han obtenido de células germinales primordiales (Matsui et al., Cell, 70:841-847 (1992)); GMCS, maSSC y MASC se
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han obtenido de células madre de espermatogonias (Guan et al., Nature, 440:1199-1203 (2006); Kanatsu-Shinohara
et al., Cell, 119:1001-1012 (2004); y Seandel et al., Nature, 449:346-350 (2007)); células EpiSC se obtienen de
epiblastos (Brons et al., Nature, 448:191-195 (2007); Tesar et al., Nature, 448:196-199(2007)); células ES partogénicas
se han obtenido de ovocitos humanos (Cibelli et al., Science, 295L819 (2002); Revazova et al., Cloning Stem Cells,
9:432-449 (2007)); células ES humanas se han obtenido de blastocistos humanos (Thomson et al., Science, 282:1145-
1147 (1998)); MAPC se han obtenido de médula 6sea (Jiang et al., Nature, 418:41-49 (2002); Phinney y Prockop,
Stem Cells, 25:2896-2902 (2007)); células de sangre de corddn umbilical (obtenidas de sangre de cordon umbilical)
(van de Ven et al., Exp Hematol, 35:1753-1765 (2007)); células derivadas de la neuroesfera obtenidas de células
neurales (Clarke et al., Science, 288:1660-1663 (2000)). Las células donadoras del linaje de células germinales tales
como PGC o células madre de espermatogonia son conocidas por ser unipotentes in vivo, pero se ha demostrado que
pueden aislarse células de tipo ES pluripotentes (Kanatsu-Shinohara et al., Cell, 119:1001-1012 (2004) o maGSCs
(Guan et al., Nature, 440:1199-1203 (2006) después de cultivo in vitro prolongado. Aunque la mayoria de estos tipos
celulares pluripotentes tenian capacidad de diferenciacion in vitro y de formacién de teratoma, unicamente las células
ES, EG, EC y las células maGCS derivadas de células madre de espermatogonia o células de tipo ES eran
pluripotentes por criterios mas rigurosos, ya que podian formar quimeras posnatales y contribuir a la linea germinal.
Recientemente, se obtuvieron células madre de espermatogonia adultas multipotentes (MASC) a partir de células
madre de espermatogonia testiculares de ratones adultos, y estas células tenian un perfil de expresion diferente del
de las células ES (Seandel et al., Nature, 449:346-350 (2007)) pero similar a las células EpiSC, que se obtuvieron del
epiblasto de embriones de ratén posimplante (Brons et al., Nature, 448:191-195 (2007); Tesar et al., Nature, 448:196-
199 (2007)).

Reprogramacion por factores de transcripcion definidos

Takahashi y Yamanaka han informado de la reprogramacion de células somaticas de nuevo a un estado de tipo ES
(Takahashi y Yamanaka, Cell, 126:663-676 (2006)). Reprogramaron satisfactoriamente fibroblastos embrionarios de
ratéon (MEF) y fibroblastos adultos en células de tipo ES pluripotentes después de transduccion mediada por virus de
los cuatro factores de transcripcion Oct4, Sox2, c-myc y Klf4 seguido de seleccion para la activacion del gen diana de
Oct4 Fbx15 (figura 2A). Las células que habian activado Fbx15 se denominaron células iPS (madre pluripotentes
inducidas) y demostraron ser pluripotentes mediante su capacidad de formar teratomas, aunque no podian generar
quimeras vivas. Este estado pluripotente dependia de la expresién virica continua de los genes Oct4 y Sox2
transducidos, mientras que los genes Oct4 y Nanog endégenos no se expresaban o se expresaban a un nivel inferior
que en células ES, y se encontré6 que sus promotores respectivos estaban metilados en gran medida. Esto es
coherente con la conclusion de que las células Fbx15-iPS no correspondian a células ES, pero pueden haber
representado un estado incompleto de reprogramacion. Aunque los experimentos genéticos habian establecido que
Oct4 y Sox2 eran esenciales para la pluripotencia (Chambers y Smith, Oncogene, 23:7150-7160 (2004); Ivanona et
al., Nature, 442:5330538 (2006); Masui et al., Nat Cell Biol, 9:625-635 (2007)), la funcion de los dos oncogenes c-myc
y KIf4 en la reprogramacioén esta menos clara. Algunos de estos oncogenes pueden ser, de hecho, prescindibles para
la reprogramacion, ya que se han obtenido células iPS de ratdon y humanas en ausencia de transducciéon de c-myc,
aunque con baja eficacia (Nakagawa et al., Nat Biotechnol, 26:191-106 (2008); Werning et al., Nature, 448:318-324
(2008); Yu et al., Science, 318: 1917-1920 (2007)).

MAPC

Las MAPC humanas se describen en la patente de Estados Unidos 7 015 037. Las MAPC se han identificado en otros
mamiferos. Las MAPC murinas, por ejemplo, también se describen en la patente de Estados Unidos n.° 7 015 037.
Las MAPC de rata también se describen en la patente de Estados Unidos n.° 7 838 289.

Estas referencias describen MAPC aisladas por primera vez por Catherine Verfaillie.

Aislamiento y crecimiento de MAPC

Los métodos de aislamiento de MAPC son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos
7 015 037, y estos métodos, junto con la caracterizacién (fenotipo) de MAPC. Las MAPC pueden aislarse de multiples
fuentes incluyendo, aunque sin limitacion, médula ésea, placenta, cordon umbilical y sangre de corddon umbilical,
musculo, cerebro, higado, médula espinal, sangre o piel. Es posible, por lo tanto, obtener aspirados de médula dsea,
biopsias de cerebro o de higado, y otros 6rganos, y aislar las células usando técnicas de seleccion positiva o negativa
disponibles para los expertos en la materia, que dependen de los genes que se expresan (0 no se expresan) en estas
células (por ejemplo, por ensayos funcionales o morfolégicos tales como los divulgados en las solicitudes mencionadas
anteriormente).

Las MAPC también se han obtenido por métodos modificados descritos en Breyer et al., Experimental Hematology,

34:1596-1601 (2006) y Subramanian et al., Cellular Programming and Reprogramming: Methods and Protocols; S.
Ding (ed.), Methods in Molecular Biology, 636:55-78 (2010).
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MAPC de médula 6sea humana como se describe en la patente de Estados Unidos 7 015 037

Las MAPC no expresan el antigeno comun de leucocitos CD45 o la glucoforina A especifica de eritroblastos (Gly-A).
La poblacion mixta de células se sometié a separacion en Ficoll Hypaque. Las células entonces se sometieron a
seleccién negativa usando anticuerpos anti-CD45 y anti-Gly-A, reduciendo la poblacién de células CD45+ y Gly-A+, y
entonces se recuperaron el restante aproximadamente 0,1 % de células mononucleares de médula. Las células
también podian sembrarse en placa en pocillos recubiertos con fibronectina y cultivarse como se describe a
continuacién durante 2-4 semanas para reducir las células de células CD45+ y Gly-A+. En cultivos de células de
médula 6sea adherentes, muchas células estromales adherentes experimentan senescencia replicativa en
aproximadamente la duplicacion celular 30 y una poblacién mas homogénea de células sigue expandiéndose y
mantiene teld6meros largos.

Como alternativa, podria usarse seleccion positiva para aislar células mediante una combinacién de marcadores
especificos de célula. Ambas técnicas de seleccion positiva y negativa estan disponibles para los expertos en la
materia, y numerosos anticuerpos monoclonales y policlonales adecuados para fines de seleccién negativa estan
también disponibles en la técnica (véase, por ejemplo, Leukocyte Typing V, Schlossman, et al., eds. (1995) Oxford
University Press) y estan disponibles en el mercado en varias fuentes.

Las técnicas para la separacién de células de mamifero de una mezcla de poblaciones celulares también se han
descrito por Schwartz, et al., en la patente de Estados Unidos n.° 5 759 793 (separacion magnética), Basch et al., 1983
(cromatografia de inmunoafinidad), y Wysocki y Sato, 1978 (clasificacién de células activada por fluorescencia).

Las células pueden cultivarse en medio de cultivo de bajo contenido en suero o sin suero. El medio sin suero usado
para cultivar las MAPC se describe en la patente de Estados Unidos 7 015 037. Los factores de crecimiento
habitualmente usados incluyen, aunque sin limitacién, factor de crecimiento derivado de plaquetas y factor de
crecimiento epidérmico. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 7 169 610; 7 109 032; 7 037 721;
6617 161;6 617 159; 6 372 210; 6 224 860; 6 037 174;5 908 782; 5 766 951; 5 397 706; y 4 657 866; todas muestran
el cultivo de células en medio sin suero.

Métodos de cultivo adicionales

En experimentos adicionales, la densidad a la que las MAPC se cultivan puede variar de aproximadamente 100
células/cm? o de aproximadamente 150 células/cm? a aproximadamente 10 000 células/cm?, incluyendo de
aproximadamente 200 células/cm? a aproximadamente 1500 células/cm? a aproximadamente 2000 células/cm?. La
densidad puede variar entre especies. Adicionalmente, la densidad o6ptima puede variar dependiendo de las
condiciones de cultivo y la fuente de las células. Pertenece a las habilidades de los expertos en la materia determinar
la densidad 6ptima para un conjunto dado de condiciones de cultivo y células.

Ademas, concentraciones de oxigeno atmosférico eficaces de menos de aproximadamente un 10 %, incluyendo
aproximadamente un 1-5 % y, especialmente, un 3-5 %, pueden usarse en cualquier momento durante el aislamiento,
cultivo y diferenciacion de MAPC en cultivo.

Las células pueden cultivarse en diversas concentraciones de suero, por ejemplo, aproximadamente un 2-20 %. Puede
usarse suero bovino fetal. Puede usarse mayor contenido de suero en combinacién con menores tensiones de
oxigeno, por ejemplo, aproximadamente un 15-20 %. Las células no tienen que seleccionarse antes de la adherencia
a las placas de cultivo. Por ejemplo, después de un gradiente de Ficoll, las células pueden sembrarse directamente
en placa, por ejemplo, 250 000-500 000/cm?. Las colonias adherentes seleccionarse, posiblemente combinarse y
expandirse.

En un caso, usado en los procedimientos experimentales en los ejemplos, se usaron condiciones de alto contenido en
suero (aproximadamente un 15-20 %) y bajo contenido en oxigeno (aproximadamente un 3-5 %) para el cultivo celular.
Especificamente, las células adherentes de colonias se sembraron en placa y se pasaron a densidades de
aproximadamente 1700-2300 células/cm? en suero al 18 % y oxigeno al 3 % (con PDGF y EGF).

En un caso especifico para MAPC, los complementos son factores celulares o componentes que permiten que las
MAPC retengan la capacidad de diferenciarse en tipos celulares de mas de un linaje embrionario, tal como los tres
linajes. Esto puede indicarse mediante la expresion de marcadores especificos del estado indiferenciado, tal como Oct
3/4 (Oct 3A) y/o marcadores de alta capacidad de expansion, tal como telomerasa.

Cultivo celular

Para todos los componentes enumerados a continuacioén, véase el documento U.S. 7 015 037.

En general, las células utiles para la invencién pueden mantenerse y expandirse en medio de cultivo que esta

disponible y es bien conocido en la técnica. También se contempla la complementacién del medio de cultivo celular
con suero de mamifero. También pueden usarse complementos adicionales de forma ventajosa para suministrar a las
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células los oligoelementos necesarios para el crecimiento 6ptimo y la expansién. También pueden usarse de forma
ventajosa hormonas en cultivo celular. También pueden usarse lipidos y transportadores lipidicos para complementar
el medio de cultivo celular, dependiendo del tipo de célula y el destino de la célula diferenciada. También se contempla
el uso de capas celulares de alimentacion.

Las células en cultivo pueden mantenerse en suspension o adherirse a un soporte sélido, tal como componentes de
matriz extracelular. Las células madre a menudo requieren factores adicionales que favorezcan su adhesién a un
soporte solido, tal como colageno de tipo | y tipo Il, sulfato de condroitina, fibronectina, "superfibronectina" y polimeros
de tipo fibronectina, gelatina, poli-D y poli-L-lisina, trombospondina y vitronectina. La presente divulgacion puede
utilizar fibronectina. Véanse, por ejemplo, Ohashi et al., Nature Medicine, 13:880-885 (2007); Matsumoto et al., J
Bioscience and Bioengineering, 105:350-354 (2008); Kirouac et al., Cell Stem Cell, 3:369-381 (2008); Chua et al.,
Biomaterials, 26:2537-2547 (2005); Drobinskaya et al., Stem Cells, 26:2245-2256 (2008); Dvir-Ginzberg et al., FASEB
J, 22:1440-1449 (2008); Turner et al., J Biomed Mater Res Part B: Appl Biomater, 82B:156-168 (2007); y Miyazawa et
al., Journal of Gastroenterology and Hepatology, 22:1959-1964 (2007)).

Las células también pueden cultivarse en cultivos "3D" (agregados). Un ejemplo es el documento PCT/US2009/31528,
presentado el 21 de enero de 2009.

Una vez establecidas en cultivo, las células pueden usarse frescas o congeladas y almacenarse como soluciones
madre congeladas usando, por ejemplo, DMEM con FCS al 40 % y DMSO al 10 %. Otros métodos para preparar
soluciones madre congeladas para células cultivadas también estan disponibles para los expertos en la materia.

Formulaciones farmacéuticas

El documento U.S. 7 015 037 muestra formulaciones farmacéuticas. Las poblaciones celulares pueden estar presentes
de una composicién adaptada para y adecuada para suministro, es decir, fisiolégicamente compatible.

La pureza de las células (o medio acondicionado) para la administraciéon a un sujeto puede ser de aproximadamente
un 100 % (sustancialmente homogéneas). Puede ser de un 95 % a un 100 %. Puede ser de un 85 % a un 95 %.
Particularmente, en el caso de mezclas con otras células, el porcentaje puede ser de aproximadamente un 10 %-15 %,
15 %-20 %, 20 %-25 %, 25 %-30 %, 30 %-35 %, 35 %-40 %, 40 %-45 %, 45 %-50 %, 60 %-70 %, 70 %-80 %, 80 %-
90 % o 90 %-95 %. O el aislamiento/pureza puede expresarse en términos de duplicaciones celulares donde las
células han experimentado, por ejemplo, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50 o mas duplicaciones celulares.

La eleccién de la formulacién para administrar las células para una aplicacion dada dependera de una diversidad de
factores. Los prominentes entre estos seran la especie del sujeto, la naturaleza de la afeccién que se esta tratando,
su estado o distribucion en el sujeto, la naturaleza de otros tratamientos y agentes que se estan administrando, la via
Optima de administracion, la supervivencia mediante la via, la pauta posoldgica y otros factores que seran evidentes
para los expertos en la materia. Por ejemplo, la eleccion de vehiculos adecuados y otros aditivos dependera de la via
exacta de administracion y la naturaleza de la forma galénica particular.

Las formulaciones finales de la suspension acuosa de células/medio tipicamente implicara ajustar la fuerza iénica de
la suspensidon hasta isotonicidad (es decir, aproximadamente de 0,1 a 0,2) y a pH fisioldgico (es decir, de
aproximadamente pH 6,8 a 7,5). La formulacién final también contendra tipicamente un lubricante fluido.

Las células/medio pueden formularse en una forma de forma galénica inyectable, tal como una solucién, suspension
o emulsion. Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para inyeccion de células/medio tipicamente son soluciones
y dispersiones acuosas estériles. Los vehiculos para formulaciones inyectables pueden ser un disolvente o medio de
dispersidn que contiene, por ejemplo, agua, solucién salina, solucion salina tamponada con fosfato, poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos.

Los expertos en la materia pueden determinar facilmente la cantidad de células y aditivos, vehiculos y/o medios
opcionales en las composiciones a administrar en métodos descritos en este documento. Tipicamente, cualquier
aditivo (ademas de las células) esta presente en una cantidad de un 0,001 a un 50 % en peso en solucién, tal como
en solucién salina tamponada con fosfato. El ingrediente activo esta presente en el orden de microgramos a
miligramos, tal como de aproximadamente 0,0001 a aproximadamente un 5% en peso, preferiblemente de
aproximadamente 0,0001 a aproximadamente un 1 % en peso, mucho mas preferiblemente de aproximadamente
0,0001 a aproximadamente un 0,05 % en peso o de aproximadamente 0,001 a aproximadamente un 20 % en peso,
preferiblemente de aproximadamente 0,01 a aproximadamente un 10 % en peso, y mucho mas preferiblemente 0,05
a aproximadamente un 5 % en peso.

Las células pueden encapsularse para su administracion, particularmente cuando la encapsulacion potencia la eficacia
del tratamiento, o proporciona ventajas en la manipulacion y/o vida util. Las células pueden encapsularse por
membranas, asi como capsulas, antes del implante. Se contempla que puede emplearse cualquiera de los muchos
métodos de encapsulacion celular disponibles.
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Puede usarse una amplia diversidad de materiales para microencapsulacién de células. Dichos materiales incluyen,
por ejemplo, cépsulas poliméricas, microcapsulas de alginato-poli-L-lisina-alginato, capsulas de bario poli-L-lisina
alginato, capsulas de bario alginato, fibras huecas de poliacrilonitrilo/poli(cloruro de vinilo) (PAN/PVC) y fibras huecas
de polietersulfona (PES).

Las técnicas para microencapsulacion de células que pueden usarse para la administracion de células son conocidas
para los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Chang, P., et al., 1999; Matthew, H.W., et al., 1991;
Yanagi, K., et al., 1989; Cai Z.H., et al., 1988; Chang, T.M., 1992 y en la patente de Estados Unidos n.° 5639 275
(que, por ejemplo, describe una capsula biocompatible para mantenimiento a largo plazo de células que expresa de
forma estable moléculas biolégicamente activas. Hay métodos adicionales de encapsulacion en la publicacion de
patente europea n.° 301 777 y en las patentes de Estados Unidos n.° 4 353 888; 4 744 933; 4 749 620; 4 814 274;
5084 350; 5089 272; 5 578 442; 5 639 275; y 5 676 943.

Las células pueden incorporarse en un polimero, tal como un biopolimero o polimero sintético. Los ejemplos de
biopolimeros incluyen, aunque sin limitacion, fibronectina, fibrina, fibrindbgeno, trombina, colageno y proteoglucanos.
Otros factores, tales como las citocinas analizadas anteriormente, también pueden incorporarse en el polimero. Las
células pueden incorporarse en los intersticios de un gel tridimensional. Un polimero grande o gel, tipicamente, se
implantara quirdrgicamente. Un polimero o gel que pueda formularse en particulas o fibras suficientemente pequefias
puede administrarse por otras vias no quirirgicas comunes mas convenientes.

La dosificacion de las células variara dentro de limites amplios y se ajustara a las necesidades individuales en cada
caso particular. En general, en el caso de administracion parenteral, es habitual administrar de aproximadamente 0,01
a aproximadamente 20 millones de células/kg de peso corporal del destinatario. La cantidad de células variara
dependiendo del peso y el estado del destinatario, la cantidad o frecuencia de administraciones y otras variables
conocidas para los expertos en la materia. Las células pueden administrarse por una via que sea adecuada para el
tejido u érgano. Por ejemplo, pueden administrarse sistémicamente, es decir, por via parenteral, por administracion
intravenosa o pueden dirigirse a un tejido u érgano particular; pueden administrarse mediante administracion
subcutanea o mediante administracion a tejidos deseados especificos.

Las células pueden suspenderse en un excipiente apropiado en una concentracién de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 5 x 108 células/ml. Los excipientes adecuados para soluciones de inyeccion son aquellos que son
biologica y fisioldgicamente compatibles con las células y con el destinatario, tales como solucion salina tamponada u
otros excipientes adecuados. La composicién para administracion puede formularse, producirse y almacenarse de
acuerdo con métodos convencionales que cumplen la esterilidad y estabilidad apropiadas.

Administracion en tejidos linfohematopoyéticos

Las técnicas para administracion en estos tejidos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, las inyecciones
intramedulares pueden implicar inyectar células directamente a la cavidad de la médula dsea tipicamente de la cresta
iliaca posterior, pero pueden incluir otros sitios en la cresta iliaca, el fémur, la tibia, el humero o el cubito; las inyecciones
esplénicas podrian implicar inyecciones guiadas por radiografia en el bazo o exposicidn quirdrgica del bazo mediante
laparoscopia o laparotomia; los parches de Peyer, las inyecciones GALT o BALT podrian requerir laparotomia o
procedimientos de inyeccién laparoscépica.

Dosificacion

Las dosis para seres humanos u otros mamiferos pueden determinarse sin experimentacion excesiva por el experto
en la materia, a partir de esta divulgacion, los documentos citados en este documento y el conocimiento en la técnica.
La dosis de células/medio apropiada a usar dependera de numerosos factores. Los parametros que determinaran las
dosis o6ptimas a administrar para tratamiento primario y adyuvante generalmente incluiran algunos o todos los
siguientes: la enfermedad que se esta tratando y su fase; la especie del sujeto, su salud, género, edad, peso y tasa
metabdlica; la inmunocompetencia del sujeto; otros tratamientos que se estan administrando; y las posibles
complicaciones esperadas por el historial o genotipo del sujeto. Los pardmetros también pueden incluir: si las células
son singénicas, autdlogas, alogénicas o xenogénicas; su potencia (actividad especifica); el sitio y/o distribucion que
debe abordarse para que las células/medio sea eficaz; y dichas caracteristicas del sitio tales como accesibilidad a las
células/medio y/o injerto de las células. Parametros adicionales incluyen coadministracion con otros factores (tales
como factores de crecimiento y citocinas). La dosis 6ptima en una situaciéon dada también tendra en consideracion el
modo en que las células/medio se formulan, el modo en que se administran y el grado en que las células/medio se
localizaran en los sitios diana después de la administracion.

La dosis 6ptima de células podria estar en el intervalo de dosis usadas para trasplante de médula 6ésea mononuclear
autdloga. Para preparaciones bastante puras de células, las dosis 6ptimas variaran de 10* a 108 células/kg de masa
del destinatario por administracion. La dosis 6ptima por administracion puede estar entre 10° a 107 células/kg. La dosis
optima por administracion puede ser de 5x 10° a 5 x 108 células/kg. A modo de referencia, dosis mayores a las
anteriores son analogas a las dosis de células nucleadas usadas en trasplante de médula 6sea mononuclear autéloga.
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Algunas de las dosis inferiores son analogas al nimero de células CD34+/kg usadas en trasplante de médula ésea
mononuclear autéloga.

Las células/medio pueden administrarse en una dosis inicial y, después de ello, mantenerse mediante administracion
adicional. Las células/medio pueden administrarse por un método inicialmente y, después de ello, administrarse por
el mismo método o uno o mas métodos diferentes. Los niveles pueden mantenerse por la administracion en curso de
las células/medio. Las células/medio pueden administrarse inicialmente o para mantener su nivel en el sujeto o ambos
por inyeccion intravenosa. Pueden usarse otras formas de administracién, dependiendo la afecciéon del paciente y
otros factores, analizados en otra parte en este documento.

Las células/medio pueden administrarse en muchas frecuencias sobre una amplia gama de tiempos. En general, las
longitudes de tratamiento seran proporcionales a la longitud del proceso patoldgico, la eficacia de los tratamientos que
se estan aplicando y el estado y respuesta del sujeto que se esta tratando.

Usos

La administracion de las células es util para proporcionar angiogénesis en una cantidad indefinida de patologias,
incluyendo, aunque sin limitacion, cualquier afeccion isquémica, por ejemplo, infarto agudo de miocardio, insuficiencia
cardiaca cronica, vasculopatia periférica, apoplejia, oclusion total crénica, isquemia renal y lesién renal aguda.

Pueden mezclarse inductores de uno o mas factores proangiogénicos con las células a administrar antes de la
administracion o podrian coadministrarse (simultanea o secuencialmente) con las células.

Ademas, se proporcionan otros usos por el conocimiento de los mecanismos bioldgicos descritos en esta solicitud.
Uno de estos incluye descubrimiento de farmacos. Esto implica seleccionar uno o mas compuestos por la capacidad
de modular la expresion y/o secrecion de uno o mas factores proangiogénicos y/o los efectos angiogénicos del uno o
mas factores proangiogénicos secretados por las células. Esto implicaria un ensayo para la capacidad de la célula de
expresar y/o secretar uno o mas factores proangiogénicos y/o los efectos angiogénicos del uno o mas factores
proangiogénicos. Por consiguiente, el ensayo puede disefiarse para realizarse in vivo o in vitro.

Las células (o el medio) pueden seleccionarse ensayando directamente el factor proteinico o ARN. Esto puede hacerse
mediante cualquiera de las técnicas bien conocidas disponibles en la técnica, tal como por FACS y otros métodos de
deteccién basados en anticuerpo y PCR y otros métodos de deteccion basados en hibridacion. También pueden
ensayos indirectos para la expresion del factor, tal como la unién a cualquiera de los receptores conocidos. Los efectos
indirectos también incluyen ensayos para cualquiera de las etapas/eventos de sefalizacion biolégicos especificos
desencadenados por la unién de un factor a cualquiera de sus receptores. Por lo tanto, también puede usarse un
ensayo basado en células. También pueden usarse dianas posteriores para ensayar la expresion/secrecion del uno o
mas factores proangiogénicos. La deteccién puede ser directa, por ejemplo, mediante ensayos de ARN o proteina o
indirecta, por ejemplo, ensayos bioldgicos para uno o mas efectos bioldgicos de estos factores.

Por consiguiente, podria usarse un marcador equivalente siempre que sirva como indicador de que las células
expresan/secretan el uno o mas factores proangiogénicos.

Los ensayos para la expresion/secrecion incluyen, aunque sin limitacion, ELISA, Luminex qRT-PCR, transferencias
de Western antifactor e inmunohistoquimica del factor en muestras tisulares o en células.

Puede realizarse determinacion cuantitativa del factor o factores en las células y medios acondicionados usando kits
de ensayo disponibles en el mercado (por ejemplo, R&D Systems que depende de un ensayo basado en anticuerpos
sustractivo de dos etapas).

También pueden usarse ensayos de angiogénesis in vitro para evaluar la expresién/secrecion de los factores. Dichos
ensayos de angiogénesis in vitro son bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, el ensayo de formacion de
tubos de HUVEC como se describe en esta solicitud, los ensayos de proliferacién o migracion de células endoteliales,
los ensayos de anillo adrtico y el ensayo de membrana corioalantoica de pollo (CAM). También puede aplicarse
ensayos para angiogénesis in vivo usando cualquiera de los ensayos bien conocidos para determinar la angiogénesis
in vivo, tal como ensayos en lecho de matrigel, ensayo de arco aodrtico de pollo y ensayos en esponja de matrigel.

Un uso adicional es establecer bancos de células para proporcionar células para administracion clinica. En general,
una parte fundamental de este procedimiento es proporcionar células que tengan una potencia deseada para su
administracién en diversos entornos clinicos terapéuticos.

Cualquiera de los mismos ensayos Utiles para el descubrimiento de farmacos también podria aplicarse para
seleccionar células para el banco, asi como del banco para su administracion.

Por consiguiente, en un procedimiento de formacion de bancos, las células (o el medio) se ensayarian para la
capacidad de conseguir cualquiera de los efectos anteriores. Después, se seleccionarian las células que tienen una
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potencia deseada para cualquiera de los efectos anteriores, y estas células formarian la base para crear un banco de
células.

También se contempla que la potencia aumentarse por el tratamiento con un compuesto exégeno, tal como un
compuesto descubierto mediante seleccién de las células con colecciones combinatorias grandes. Estas colecciones
de compuestos pueden ser colecciones de agentes que incluyen, aunque sin limitacion, moléculas organicas
pequenas, acidos nucleicos de antisentido, ARNip aptameros de ADN, péptidos, anticuerpos, proteinas que no son
anticuerpo, citocinas, quimiocinas y quimioatrayentes. Por ejemplo, las células pueden exponerse a dichos agentes
en cualquier momento durante el procedimiento de cultivo y fabricacion. El Unico requisito es que haya suficientes
cantidades para realizar el ensayo deseado para evaluar si el agente aumenta o no la potencia. Dicho agente,
encontrado durante el proceso de descubrimiento de farmacos general descrito anteriormente, podria aplicarse de
forma mas ventajosa durante el Ultimo pase antes de la formacion del banco.

Un uso que se ha aplicado satisfactoriamente a MultiStem es el siguiente. Las células pueden aislarse de un donador
de médula competente que ha experimentado requisitos de ensayo especificos para determinar que un producto
celular que se obtiene de este donador seria seguro para usarse en un entorno clinico. Las células mononucleares se
aislan usando un procedimiento manual o automatizado. Estas células mononucleares se colocan en cultivo, que
permite que las células se adhieran a la superficie tratada de un recipiente de cultivo celular. Se permite que las células
MAPC se expandan sobre la superficie tratada con cambios de medio que se producen en el dia 2 y en el dia 4. En el
dia 6, las células se retiran del sustrato tratado por un medio mecanico o enzimatico y se vuelven a sembrar en otra
superficie tratada de un recipiente de cultivo celular. En los dias 8 y 10, las células se retiran de la superficie tratada
como anteriormente y se vuelven a sembrar. En el dia 13, las células se retiran de la superficie tratada, se lavan y se
combinan con un material crioprotector y se congelan, finalmente, en nitrégeno liquido. Después de que las células se
hayan congelado durante al menos una semana, se retira una alicuota de las células y se ensaya para la potencia, la
identidad, la esterilidad y otros ensayos para determinar la utilidad del banco de células. Estas células en este banco
entonces pueden usarse descongelandolas, colocandolas en cultivo y usandolas sin congelacién para tratar posibles
indicaciones.

Otro uso es un ensayo de diagnéstico para la eficacia y el efecto clinico beneficioso después de la administracion de
las células. Dependiendo de la indicacion, puede haber biomarcadores disponibles para la evaluacion. La dosificacion
de células puede ajustarse durante el tratamiento de acuerdo con el efecto.

Un uso adicional es evaluar la eficacia de la célula para conseguir cualquiera de los resultados anteriores como un
diagnostico previo al tratamiento que precede a la administracion de las células a un sujeto. Ademas, la dosificacion
puede depender de la potencia de las células que se estan administrando. Por consiguiente, un ensayo de diagnéstico
previo al tratamiento para la potencia puede ser util para determinar la dosis de las células inicialmente administrada
al paciente y, posiblemente, administrada adicionalmente durante el tratamiento basado en la evaluacién en tiempo
real del efecto clinico.

También debe entenderse que las células pueden usarse para proporcionar angiogénesis no solamente con fines de
tratamiento, sino también con fines de investigacion, tanto in vivo como in vitro para entender el mecanismo implicado
en la angiogénesis, de forma normal y en modelos de enfermedad. Los ensayos de angiogénesis, in vivo o in vitro,
pueden hacerse en presencia de agentes que se sabe que estan implicados en la angiogénesis. Entonces puede
evaluarse el efecto de esos agentes. Estos tipos de ensayos también podrian usarse para seleccionar agentes que
tengan un efecto sobre la angiogénesis que se promueve por las células. Por consiguiente, se podrian seleccionar
agentes en el modelo de enfermedad que anulan los efectos negativos y/o promueven los efectos positivos. A la
inversa, se podrian seleccionar agentes que tengan efectos negativos en un modelo de angiogénesis normal.

Composiciones

También se describen en este documento poblaciones celulares con potencias especificas para conseguir cualquiera
de los efectos descritos en este documento. Como se describe anteriormente, estas poblaciones se establecen
seleccionando células que tienen potencia deseada. Estas poblaciones se usan para generar otras composiciones,
por ejemplo, un banco de células que comprende poblaciones con potencias deseadas especificas y composiciones
farmacéuticas que contienen una poblacion de células con una potencia deseada especifica.

El potencial angiogénico de las células puede aumentarse mediante una combinacion de TNF-a, IL-18 e IFN-y. La
exposicion de las células a esta combinacion de factores aumenta la expresién génica proangiogénica, tal como
CXCL5, FGF2 y HGF. IL-8 también puede aumentarse en estas condiciones.

La secrecién de moléculas proangiogénicas también puede aumentarse mediante el tratamiento de células con un
analogo de prostaglandina F, latanoprost. La expresion génica de los factores proangiogénicos analizados por RT-
PCR muestra un aumento en HGF, VEGF, KITLG e IL-8. La prostaglandina F bioldgica también aumentaba los niveles
de VEGF A.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Obijetivo

El suministro de células madre exdégenas después de lesion isquémica ha demostrado proporcionar beneficio
terapéutico mediante soporte tréfico a tejido lesionado regulando las células inmunitarias e inflamatorias, limitando la
apoptosis, estimulando la neoangiogénesis y reclutando tejido hospedador para la reparacion. Los resultados previos
sugieren que el mecanismo de MultiStem de beneficio en lesién isquémica puede ser, en parte, un resultado de la
capacidad de MultiStem de inducir neovascularizacion promoviendo la angiogénesis. Por lo tanto, este estudio esta
dirigido a ensayar si MultiStem puede inducir la angiogénesis e identificar factores responsables de esta actividad, asi
como comparar la actividad angiogénica de MultiStem con MSC.

Métodos y resultados

Usando un ensayo in vitro bien establecido de angiogénesis de células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC), los inventores descubrieron que medio acondicionado recogido de MultiStem después de cuatro dias induce
la angiogénesis in vitro. Los inventores identificaron multiples factores proangiogénicos secretados por MultiStem
incluyendo VEGF, CXCL5 e IL-8 y descubrieron que los tres factores son necesarios para que MultiStem indujera la
angiogénesis. De forma interesante, no se descubri6 que CXCL5 e IL-8 se expresaran por células estromales
mesenquimatosas derivadas de médula 6sea (MSC) cultivadas. En contraste con MultiStem, el medio acondicionado
en solitario de MSC era incapaz de inducir angiogénesis en este sistema in vitro.

Conclusién

MultiStem puede inducir la angiogénesis, en parte, mediante la expresion de IL-8, VEGF y CXCL5. Este perfil de
secrecion es divergente de MSC y estas diferencias se reflejan en sus actividades funcionales.

Resumen condensado

Usando un ensayo de angiogénesis bien establecido, los inventores descubrieron que el medio acondicionado
recogido de MultiStem induce la angiogénesis in vitro. Los inventores identificaron multiples factores proangiogénicos
secretados por MultiStem incluyendo VEGF, CXCL5 e IL-8 y descubrieron que los tres factores son necesarios para
que MultiStem indujera la angiogénesis. De forma interesante, CXCL5 e IL-8 no se expresaban por células estromales
mesenquimatosas derivadas de médula 6sea (MSC) cultivadas. En contraste con MultiStem, el medio acondicionado
de MSC era incapaz de inducir la angiogénesis en este sistema in vitro.

La lesion isquémica, caracterizada por la pérdida de flujo sanguineo a los tejidos o a los érganos, puede tener
consecuencias devastadoras como resultado del dafio tisular y la muerte celular inducidos por la pérdida de nutrientes
y oxigeno a la zona isquémica’. El infarto agudo de miocardio (AMI), la vasculopatia periférica (PVD) y la apoplejia
son tres ejemplos habituales de lesiones isquémicas que se producen por pérdida de flujo sanguineo al corazén, las
extremidades y el cerebro, respectivamente. Estas afecciones pueden provocar dafio organico grave a largo plazo,
amputacién de extremidades e incluso muerte por privacion de oxigeno y nutrientes. El tratamiento de estas afecciones
a menudo se centra en un retorno rapido del flujo sanguineo a la zona lesionada para evitar dafio tisular adicional,
muerte celular y para reducir la inflamacion?.

MultiStem®, una poblacion de células progenitoras multipotentes adherentes expandidas a gran escala derivadas de
médula 6sea, ha demostrado ser beneficioso en modelos animales cuando se suministra después de lesion isquémica
tal como AMI y PVD3%. Por ejemplo, en comparacion con controles de vehiculo, el suministro de MultiStem en sitios
alrededor del infarto después de la induccién de infarto de miocardio por ligamiento de la arteria descendente anterior
izquierda directa provocaba una mejora en el rendimiento contractil del ventriculo izquierdo, una zona de cicatriz
reducida, densidad vascular aumentada y caracteristicas energéticas del miocardio mejoradas’. MultiStem de raton y
humano también ha demostrado mejorar el movimiento de las extremidades, aumentar el flujo sanguineo y la densidad
de capilares y necrosis disminuida en modelos de isquemia critica de extremidades®. Debido a los bajos niveles de
injerto de MultiStem vy la diferenciaciéon minima de MultiStem en miocardio o células endoteliales, se cree que los
beneficios de MultiStem para AMI y PVD se obtienen de efectos paracrinos.

La densidad aumentada de los vasos observada en animales tratados con MultiStem de AMI y PVD en comparacion
con controles tratados con vehiculo sugiere que MultiStem puede inducir la neovascularizacion promoviendo la
angiogénesis. Esta actividad puede ser un mecanismo importante de beneficio en el tratamiento de AMI y PVD. La
densidad aumentada de los vasos finalmente provoca un flujo sanguineo aumentado y, por tanto, un suministro de
oxigeno y nutrientes al sitio de la lesion®.

Numerosos estudios han demostrado que las células madre pueden promover o potenciar la angiogénesis y la
neovascularizacion secretando factores proangiogénicos tales como VEGF'*'", Basandose en estos estudios, los
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inventores presentaron la hipétesis de que MultiStem también tendria la capacidad de inducir angiogénesis. Por lo
tanto, se examind MultiStem para determinar si secreta factores que podrian promover la angiogénesis. Usando
matrices de inmunotransferencia de factor angiogénico, se ensay6 el medio acondicionado de MultiStem y cultivos
MSC establecidos de donadores comunes, lo que demuestra patrones de expresién de factor angiogénico coherentes
entre las condiciones de cultivo.

El medio sin suero acondicionado recogido de MultiStem induce la angiogénesis in vitro. Multiples factores
proangiogénicos secretados por MultiStem se identificaron incluyendo VEGF, CXCL5 e IL-8; y estudios de
inmunorreduccién demostraron que los tres factores son necesarios para que MultiStem induzca angiogénesis. Sin
embargo, ninguno de estos factores en solitario es suficiente para inducir la angiogénesis.

CXCL5 e IL-8 no se expresaban por células estromales mesenquimatosas derivadas de médula ésea (MSC)
cultivadas. En contraste con MultiStem, el medio acondicionado de MSC era incapaz de inducir la angiogénesis en
este sistema in vitro. Los estudios previos han demostrado que MSC puede estabilizar la formacién de vasos in vitro
y aumentar la densidad de los vasos en modelos animales isquémicos, aunque los estudios recientes han sugerido
que MSC inhibe la angiogénesis y causa muerte de células endoteliales en determinadas condiciones''3. Los
resultados sugieren que MSC no secreta factores solubles suficientes para mantener la angiogénesis en ausencia de
cocultivo con células endoteliales. Tomados conjuntamente, estos resultados sugieren que MultiStem y MSC tienen
perfiles de secrecion divergentes y estas diferencias se reflejan en sus actividades paracrinas en diversas condiciones
y entornos.

Materiales y métodos

Cultivo celular

MultiStem humano se mantuvo en cultivo como se describe previamente’. Las MSC se adquirieron de Lonza
(Walkersville, MD) y se expandieron en cultivo como se describe por el protocolo del proveedor. Para las preparaciones
de MultiStem y MSC del mismo donador, se aislaron células adherentes y se cultivaron a partir de una médula ésea
reciente usando las condiciones descritas previamente para cada linea celular'. Se expandieron células endoteliales
de la vena umbilical humana (HUVEC) (Lonza) en cultivo siguiendo las instrucciones de los fabricantes a una
concentracion de 2500 células/cm?. Se usaron HUVEC entre el pase tres y cinco, sembrando a 3000 células/cm? y se
cultivaron durante tres dias, momento en el cual, la confluencia es de aproximadamente un 70-80 % antes de su uso
en el ensayo de angiogénesis.

Preparaciéon de medio acondicionado (CM) sin suero

MultiStem se sembré en un matraz de cultivo tisular que contenia medio de cultivo MultiStem. Veinticuatro horas
después, se retird el medio que contenia suero, las células se lavaron con PBS 1 X y se afiadié medio de cultivo
MultiStem humano que contenia factores de crecimiento, pero carece de suero. Las células se cultivaron durante 4
dias sin ningun cambio de medio y en el dia 4, se recogioé el medio acondicionado sin suero, se centrifugd a 1900 rpm
durante 5 min a 4 °C, se dividio en alicuotas y se almacené a -80 °C.

Matriz Panomics
Se realiz6 matriz de anticuerpos humanos contra angiogénesis Panomics (Fremont, CA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante usando 2 ml de una muestra de medio acondicionado MultiStem sin suero del dia 4 diluido

en factor 2.

Matriz de angiogénesis

Se realiz6 matriz de anticuerpos contra angiogénesis (R& D systems, Minneapolis, MN) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante usando 2 ml de muestras de medio acondicionado de 3 dias diluido en factor 2 de
MultiStem y MSC obtenidos del mismo donador.

ELISA

Los niveles de proteina de IL-8, VEGF y CXCL5 se determinaron por ELISA (R&D Systems). Se detectan todas las
isoformas de VEGF. Las barras de error se expresan +/- desviacion tipica.

Inmunorreduccién de VEGF y CXCL8/IL-8

Se usaron microesferas de proteina A-agarosa (Santa Cruz, Santa Cruz, CA) a una concentracion de 75 1 de una
suspensién al 50 % por 1 ml de CM. Se usé anticuerpo monoclonal de ratén anti-VEGF humano (Santa Cruz) a una
concentracion de 4 ug/ml de CM y se us6 anticuerpo policlonal de conejo anti-IL-8 humana (Millipore, Billerica, MA) a
2 ug/ml de CM. Se us6 IgG de ratén normal (Santa Cruz) e IgG de conejo ChromPure (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA) como controles de isotipo.
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Se preincubaron microesferas de proteina A-agarosa con anticuerpo anti-VEGF, anti-IL-8 o controles de isotipo
durante una noche a 4 °C con rotacion seguido de 4 lavados con PBS 1 X enfriado en hielo, centrifugacion a 2500 rpm,
2 minutos, 4 °C. EI CM se inmunorredujo durante 2 horas a 4 °C con rotacién en alicuotas de 6 ml seguido de filtracion
a través de filtro de 0,45 M para desechar cualquier microesfera residual. El CM tratado con IgG de ratdon-AC se usé
como control de isotipo. Se afnadieron de nuevo las isoformas humanas recombinantes de VEGF121 (eBioscience,
San Diego, CA) y/o VEGF165 (R&D Systems) al CM inmunorreducido a concentraciones que varian de 50 a
1000 pg/ml.

Neutralizacion de CXCL5/ENA-78

CXCLS5 se neutralizé usando el anticuerpo humano contra CXCL5/ENA-78 (R&D Systems) a una concentracion de
10 pg/ml de CM durante 2 horas a 4 °C con rotacién. Se uso6 IgG de cabra total normal (Jackson ImmunoResearch,)
a una concentracion de 10 ugg/ml de CM como control de isotipo. Los controles adicionales usados son medio de
crecimiento endotelial (EGM, Lonza) con adiciones de anticuerpo neutralizante ENA-78 humano o IgG de cabra total
normal a concentracion de 10 pg/ml.

Ensayo de angiogénesis

Se descongeld Matrigel reducido para factor de crecimiento (BD Bioscience, San Jose, CA) en hielo a 4 °C durante
una noche y uso6 a una concentracion de 6,0-6,5 mg/ml, se diluyé en hielo usando PBS 1 X enfriado en hielo. Se
distribuyeron cuatrocientos microlitros de Matrigel en los pocillos interiores de una placa de cultivo tisular de 24 pocillos
y se permitié que solidificaran durante 1 hora a 37 °C. La adicién de Matrigel se hizo en hielo y los pocillos exteriores
de la placa se llenaron con 1 ml de PBS 1 X.

Las HUVEC se recogieron de acuerdo con el siguiente protocolo: Las células se lavaron con PBS 1 X seguido de un
breve aclarado con tripsina-EDTA 0,25 X y después se inactivaron usando el lavado de PBS 1 X (con suero residual).
Las células se resuspendieron en medio basal de células endoteliales (EBM) y se contaron. Las HUVEC se afiadieron
al CM, otras condiciones experimentales y controles a una concentracion de 55 000 células/ml/pocillo. Cada muestra
y control se ensayo por triplicado. Las placas se incubaron durante 6 horas o 18 horas a CO2 al 5 % y 37 °C para
permitir la formacion de tubos. Se analizaron cuatro campos por pocillo para un total de 12 campos. Se tomaron
imagenes usando un objetivo 10 X. La angiogénesis se puntud contando el nimero de tubos formados entre las
células. Los resultados se expresan como el promedio de tubos formados por campo +/- ETM.

Resultados

MultiStem secreta factores que promueven la angiogénesis in vitro

Los estudios previos han demostrado que el tratamiento de lesion isquémica con MultiStem provoca una densidad
aumentada de vasos rodeando la zona de lesién en comparacion con los controles tratados con vehiculo, lo que
sugiere que MultiStem induce neovascularizacion y angiogénesis. Para ensayar si MultiStem secreta factores que
promueven la angiogénesis, se utilizé un ensayo de angiogénesis in vitro usando medio acondicionado de MultiStem.
MultiStem se sembré en condiciones normales durante 24 horas. Las células después se transfirieron a condiciones
sin suero para generar medio acondicionado durante cuatro dias. Este medio se ensayd entonces para la actividad
angiogénica en un ensayo de formacion de tubos in vitro. Las HUVEC se sembraron en Matrigel de factor de
crecimiento reducido que se diluy6é adicionalmente hasta una concentracion que no producia ninguna angiogénesis
espontanea con medio MultiStem basal sin suero o medio de células endoteliales sin suero. Las HUVEC se sembraron
en medio acondicionado, medio basal o medio de crecimiento endotelial durante 18 horas. La angiogénesis se midi6
como el numero promedio de tubos formados por campo de vision para condicién. En ausencia de cualquier factor
adicional, la presencia de suero en solitario en medio basal puede inducir la angiogénesis. Por lo tanto, se usé un
medio sin suero para todos los experimentos. Se observo formacion de tubos complejos robusta en medio de células
endoteliales que contenia suero mientras que el medio de células endoteliales sin suero o el medio MultiStem basal
sin suero no mostraba casi nada de induccién de formacion de tubos. Los inventores descubrieron que el medio
acondicionado sin suero de cultivos de cuatro dias de MultiStem inducia angiogénesis en comparacién con el medio
basal (figura 1 A,B).

Para identificar los factores secretados por MultiStem que promueven la angiogénesis y la neovascularizacion, se
analiz6 el medio acondicionado sin suero MultiStem en una matriz de anticuerpos contra angiogénesis (figura 1 C).
Muchos factores proangiogénicos, asi como unos pocos factores angioestaticos se secretan por MultiStem en el
medio. De forma mas notable, se secretaba VEGF por MultiStem asi como interleucina 8 (IL-8), ambos cuales son
potentes moléculas angiogénicas'®-'7. CXCLS5, otra citocina angiogénica potente, también se secreta por MultiStem
(figura 1 D) '8. VEGF, CXCL5 e IL-8 se expresan a niveles fisioldgicamente activos en medio acondicionado MultiStem
de cuatro dias (figura D-F).

La funcién de VEGF como factor clave implicado en la induccion de la angiogénesis nos impulsé a examinar si VEGF

era necesario para la actividad proangiogénica de MultiStem'®20, Usando un anticuerpo contra VEGF, se
inmunorredujo VEGF del medio acondicionado MultiStem. Para asegurar que VEGF se reducia realmente del medio,
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se determinaron los niveles de VEGF del medio inmunorreducido usando un ELISA de VEGF. Los niveles de VEGF
se redujeron en mas de un 95 % en el medio inmunorreducido en comparacion con el medio acondicionado y el medio
reducido solo de IgG (figura 2 A). Los niveles de CXCL5 y los niveles de IL-8 no se vieron afectados por la
inmunorreduccion de VEGF (figura 2 B,C). En ausencia de VEGF, se redujo la induccion de la angiogénesis por el
medio acondicionado MultiStem (figura 2, figura 1 complementaria). Estos resultados demuestran que VEGF es
necesario para que el medio acondicionado MultiStem induzca la angiogénesis.

Para establecer los niveles minimos de VEGF necesarios para que el medio acondicionado MultiStem mantenga la
actividad angiogénica, se afiadieron de nuevo cantidades crecientes de VEGF al medio inmunorreducido. VEGF-A, la
forma mas estudiada de VEGF, habitualmente mencionado como VEGF, tienen multiples isoformas incluyendo VEGF
121 y VEGF 165. Cuando estas dos isoformas se afiadian de nuevo por separado al medio acondicionado MultiStem
inmunorreducido para determinar la cantidad minima de VEGF necesaria para inducir la angiogénesis (figura 2A,C),
los inventores descubrieron que ninguna isoforma en solitario era suficiente para restaurar completamente los niveles
de angiogénesis previamente observados con medio acondicionado MultiStem, 250 pg/ml de VEGF 121 eran
suficientes para restaurar algo de la angiogénesis (figura 2C). Para VEGF 165, 50 pg/ml eran suficientes para restaurar
algunos niveles de angiogénesis y la adicion de mas VEGF 165 no aumentaba los niveles de angiogénesis en ninguna
cantidad apreciable (figura 2D).

CXCL5 y IL-8 son ambos necesarios para niveles normales de angiogénesis inducida por MultiStem, pero no
suficientes para inducir la angiogénesis

Aunque se requiere VEGF para la angiogénesis, VEGF en solitario no es suficiente para inducir una angiogénesis
robusta a la concentracion presente en el medio acondicionado??-?*. La identificacion de factores angiogénicos
adicionales secretados por MultiStem nos impulsé a examinar si CXCL5 e IL-8 eran necesarios para la actividad
angiogénica de MultiStem. Para ensayar esta hipétesis, se inmunorredujo IL-8 del medio acondicionado MultiStem y
se descubrié que estaba reducido en un 95 % (figura 3). Los niveles de VEGF y CXCL5, medidos por ELISA,
permanecian inalterados en el medio inmunorreducido de IL-8. En ausencia de IL-8, la formacion de tubos in vitro de
las HUVEC usando medio acondicionado MultiStem se reducia en un 60 % (figura 3, figura Il complementaria). Estos
resultados sugieren que IL-8 es necesaria para la induccion de la angiogénesis por el medio acondicionado MultiStem,
aunque el medio acondicionado MultiStem aun mantiene algun nivel de actividad angiogénica incluso en ausencia de
IL-8. Asimismo, el bloqueo de la actividad de CXCL5 mediante la adicién de un anticuerpo de bloqueo de CXCL5 en
el medio provocaba una disminucion significativa en la formacion de tubos en el ensayo de angiogénesis de HUVEC
(figura 4 A). Los niveles de CXCL5 se reducian en el medio con el anticuerpo de bloqueo, pero los niveles de VEGF e
IL-8 permanecian inalterados (Figure Il complementaria). De forma interesante, la adicion de CXCL5 en solitario, IL-
8 en solitario o ambos no era suficiente para inducir la angiogénesis en el medio basal, lo que sugiere que estos
factores son necesarios para que MultiStem induzca la angiogénesis, pero no suficientes para inducir la angiogénesis
(figura 4 B, C).

MSC expresa VEGF, pero no puede iniciar la angiogénesis en el ensayo in vitro de HUVEC

Para evaluar si los niveles de angiogénesis inducidos por MultiStem eran similares a los inducidos por otras lineas de
células madre, se recogid6 medio acondicionado sin suero de MSC y se ensayd para su capacidad de inducir
angiogénesis en cultivo en comparacion con MultiStem. El medio acondicionado MSC no inducia angiogénesis en este
ensayo, incluso cuando se repetia con MSC de multiples donadores (figura 6A, figura complementaria Ill). Aunque
otros informes han mostrado que MSC puede inducir angiogénesis en ensayos de HUVEC in vitro, estos ensayos se
analizaron 4-6 horas de la siembra en placa, mostraron angiogénesis incompleta o usaron condiciones diferentes?5-27.
Cuando se examiné la formacion de tubos angiogénicos a las 6 horas, ambos medios acondicionados MSC y
MultiStem indujeron algo de formacién de tubos. A las 24 horas, sin embargo, la angiogénesis con el medio
acondicionado MSC se habia desplomado, pero se mantenia con el medio acondicionado MultiStem (figura 5).

La expresion de VEGF, CXCL5 e IL-8 en el medio acondicionado MSC se examind y se descubrié que VEGF se
expresaba a niveles mayores que en el medio acondicionado MultiStem, mientras que CXCLS5 e IL-8 no se expresaban
a niveles detectables en medio acondicionado MSC. Para confirmar que estos resultados eran indicativos del perfil de
secrecion de MSC en lugar de un artefacto inducido por el cultivo sin suero, los niveles de VEGF, IL-8 y CXCL5
expresado por MSC se examinaron en sus condiciones de cultivo normales y se compararon con los niveles de
proteina de estos factores encontrados en medio acondicionado MultiStem en condiciones de cultivo de MultiStem.
Para estas lineas celulares, los inventores obtuvieron MSC y MultiStem del mismo donador para eliminar cualquier
variacion genética entre las dos lineas. Incluso cuando estos tipos celulares se obtenian del mismo donador, los niveles
de CXCLS5 es IL-8 eran indetectables en medio acondicionado MSC, pero se expresaban a niveles fisioldgicamente
activos en medio MultiStem (figura 5B). Para examinar adicionalmente el perfil de secrecion de estas lineas celulares,
los inventores compararon el perfil de secrecion del medio acondicionado MultiStem con el perfil de secrecion del
medio acondicionado MSC en matrices de anticuerpos contra angiogénesis (figura 6A) de las células obtenidas del
mismo donador (figura 6, datos complementarios ). Los datos revelaron que habia multiples factores angiogénicos y
angiostaticos secretados por MultiStem que no se secretaban por MSC, incluyendo angiogenina, HGF, IL-8, leptina,
TIMP-4 e IGFBP-1. Por el contrario, TIMP-1 (25 veces mayor) e IGFBP-2 (16 veces mayor), se expresaban ambos a
niveles mucho mayores en MSC en comparacion con MultiStem. Tanto VEGF como IGFBP-3 se expresaban también
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a niveles coherentemente mas elevados en MSC que en MultiStem aunque Unicamente 3-4 veces mayores. Tomados
conjuntamente, estos resultados indican que MultiStem y MSC tienen diferentes perfiles se secrecion incluso cuando
se obtienen del mismo donador y estas diferencias se reflejan en las diferencias funcionales entre las lineas celulares.

Discusién

Las células madre adultas aisladas de diversos tejidos, incluyendo médula 6sea, sangre de cordén umbilical y tejido
adiposo se estan desarrollando actualmente para tratar lesiones isquémicas tales como infarto agudo de miocardio,
apoplejia y vasculopatia periférica?'-30. Estas lesiones inducen dafio celular y tisular por la pérdida inicial de oxigeno y
nutrientes en el tejido afectado, pero también por la posterior inflamacion en la region. La recuperacion rapida y
mantenida del flujo sanguineo puede reducir el dafio y la inflamacién dentro de la regién isquémica. La intencion
original de los tratamientos basados en células fue la regeneracion y reparacion de la pérdida de tejidos y de tejidos
dafiados después de lesion, mediante el suministro y posterior diferenciacion de células madre exdgenas. Sin
embargo, estudios posteriores que examinan el mecanismo del beneficio de los tratamientos con células madre han
demostrado que muchas células madre funcionan principalmente mediante efectos paracrinos en lugar de la
regeneracion, ya que muchos de los tipos celulares ya no son detectables unos pocos dias después del suministro®'-
33, Las hipotesis terapéuticas son que estas poblaciones celulares pueden proporcionar soporte trofico al tejido
lesionado regulando las células inmunitarias e inflamatorias, limitando la apoptosis, estimulando la neoangiogénesis y
reclutando tejido hospedador para la reparacion. El beneficio se debe probablemente a una cascada dinamica de estas
rutas, y diferentes poblaciones celulares pueden ejercer influencias mas fuertemente sobre determinadas rutas. La
seleccion de la poblacion de células madre adherentes mas apropiada para el tratamiento puede reflejar tanto la
potencia de una poblacion dada para rutas clave, como el tiempo de suministro para mediar de forma eficaz la
respuesta. Por lo tanto, es importante establecer ensayos normalizados para estas rutas para proporcionar datos
comparativos, y después correlacionar estos equivalentes de actividad in vitro con la lesion y la recuperacion.

Las células progenitoras adultas multipotentes son una poblacién de células madre adultas adherentes derivada de
cultivos de médula 6sea. Estudios in vivo previos han mostrado un aumento en la densidad de vasos en animales
tratados con MultiStem después de lesion isquémica* 7. En este estudio, se ha mostrado que MultiStem secreta
factores que pueden inducir angiogénesis en un ensayo de formacion de tubos in vitro. Un analisis adicional reveld
que MultiStem secreta una diversidad de factores proangiogénicos, incluyendo VEGF, IL-8 y CXCL5. Dos de estos
factores, CXCL5 e IL-8, se secretan de forma muy diferencial por MultiStem en comparacién con MSC, que secreta
muy poco, si acaso, CXCL5 e IL-8. VEGF, CXCL5 e IL-8 son todos necesarios para que MultiStem induzca
angiogénesis. La eliminacion o inhibicidn de cualquiera de estos factores reduce enormemente la capacidad del medio
acondicionado MultiStem de promover la angiogénesis. VEGF165 es la isoforma principal implicada en angiogénesis.
Sin embargo, miltiples isoformas de VEGF pueden ser responsables de que MultiStem induzca angiogénesis, ya que
la formaciéon de tubos no podia restaurarse hasta un 100 % usando las isoformas VEGF121 o VEGF165
independientemente en medio acondicionado MultiStem inmunorreducido de VEGF.

Aunque otros grupos han suministrado factores proangiogénicos individuales tales como VEGF a modelos de lesion
isquémica para proporcionar algun efecto beneficioso en animales, los resultados han sido variados para indicaciones
clinicas tales como AMI y PVD3435, La expresion incontrolada de factores angiogénicos puede dar lugar a efectos
secundarios importantes tales como formacién de hemangioma, artritis y retinopatia, y efusion pleural grave y efusiéon
pericardica en el modelo de AMI de rata'™ 36 37 Los resultados de ensayos clinicos para factores angiogénicos
individuales mediante suministro de genes o proteinas han sido decepcionantes para PVD, muy probablemente debido
a multiples factores que incluyen inestabilidad de factores actualmente ensayados que son necesarios para el beneficio
a largo plazo, complicaciones en el suministro, baja captacion y respuesta del tejido isquémico y necesidad de varias
moléculas simultaneas para conseguir la revascularizacién funcional. Por el contrario, el tratamiento de lesiones
isquémicas con células madre ofrece una alternativa atractiva al tratamiento con proteinas o genes individuales. El
uso de células madre para tratar lesiones isquémicas podria provocar el suministro de multiples factores angiogénicos
directamente al sitio de la lesidén, mediante las células que responden y se dirigen al microentorno hipéxico e
inflamatorio, consiguiendo un equilibrio dinamico para estimular una respuesta angiogénica apropiada.
Adicionalmente, las células madre tales como MultiStem también podrian evitar simultdneamente el dafo tisular
mediante mecanismos inmunomoduladores y antiapoptéticos. En este estudio, los inventores demuestran que
MultiStem, de hecho, puede inducir angiogénesis directamente mediante la expresion de al menos tres factores
proangiogénicos.

Aunque MSC expresa y secreta niveles altos de VEGF, le medio acondicionado de MSC era insuficiente para inducir
angiogénesis en este sistema de ensayo in vitro. Se ha demostrado que MSC estabiliza la formacién de vasos in vitro
en estudios previos. Sin embargo, muchos de estos estudios examinan la formacién de vasos en un punto temporal
anterior, tal como a las 4-6 horas o en diferentes condiciones?®27: 38, |os inventores descubrieron que estos en puntos
temporales anteriores, hay un nivel mayor de fondo de angiogénesis en controles negativos que no es estable a las
24 horas. Asimismo, se descubrié que, a las 6 horas, MSC puede inducir algun nivel de angiogénesis que
posteriormente se pierde en el punto temporal de 24 horas. Por el contrario, MultiStem induce la formacion de tubos,
que permanece estable a las 24 horas. Estos resultados sugieren que, aunque MSC puede mantener la angiogénesis
a corto plazo, en ausencia de otros factores, esta formacion de vasos no es estable. Estos resultados reflejan datos
de estudios previos de que VEGF en solitario no es suficiente para iniciar la formacion de vasos estables a los niveles
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expresados por estas células?*. En el contexto de los experimentos in vivo previos que muestran densidad de vasos
aumentada en lesiones isquémicas tratadas con MSC, MSC puede aumentar la densidad de vasos induciendo células
inflamatorias enddgenas o progenitores tisulares para promover la angiogénesis.
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Datos complementarios |: Comparacion de factores angiogénicos expresados por MultiStem y MSC

Angiogenina 0,00000 0,03081 0,00000 0,00400
Endotelina-1 0,00317 0,03469 0,00550 0,00524
HGF 0,00000 0,04639 0,00000 0,00737
IGFBP-1 0,00000 0,00148 0,00000 0,00038
IGFBP-2 0,02350 0,00145 0,03394 0,00251
IGFBP-3 0,06941 0,02018 0,01728 0,00374
IL-8 0,00000 0,02004 0,00000 0,00834
Leptina 0,00000 0,01607 0,00000 0,00585
Trombospondina-1 0,00401 0,00334 0,00694 0,00307
VEGF 0,08976 0,03124 0,04583 0,00485
Ejemplo 2

Expresion potenciada de factores angiogénicos en MultiStem

Las figuras 7-12 muestran que la expresion de factores angiogénicos puede aumentarse en la preparacion de
MultiStem (MAPC).
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REIVINDICACIONES

1. Células que tienen expresion y/o secrecion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8 para su uso en la
prevencion o el tratamiento de una afeccién isquémica en un sujeto, siendo las células células madre no embrionarias,
no germinales que expresan uno o mas de oct4, telomerasa, rex-1 o rox-1 y pueden diferenciarse en tipos celulares
de al menos dos de capas germinales endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas, en las que, antes de la
administracion, dichas células se han ensayado para que tengan expresion y/o secrecion de los factores
proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8.

2. Las células para el uso de la reivindicacion 1, en las que las células son alogénicas.

3. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en las que la afeccion isquémica es una
afeccién seleccionada del grupo que consiste en infarto agudo de miocardio, insuficiencia cardiaca cronica,
vasculopatia periférica, apoplejia, oclusion total cronica, isquemia renal y lesion renal aguda.

4. Las células para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en las que dicho sujeto es humano.

5. Un método para construir un banco de células, comprendiendo dicho método ensayar células para que tengan
expresion y/o secrecion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8, expandir y clasificar, para su futura
administracion a un sujeto, células que tienen la expresion y/o la secrecion de los factores proangiogénicos VEGF,
CXCL5 e IL-8, siendo las células células madre no embrionarias, no germinales que expresan uno o mas de oct4,
telomerasa, rex-1 o rox-1 y pueden diferenciarse en tipos celulares de al menos dos de capas germinales
endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas.

6. Un método in vitro para el descubrimiento de farmacos, comprendiendo dicho método exponer las células que
tengan expresion y/o secrecion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8, a un agente para evaluar el
efecto del agente sobre la capacidad de las células de expresar y secretar los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5
e IL-8, siendo las células células madre no embrionarias, no germinales que expresan uno o mas de oct4, telomerasa,
rex-1 o rox-1 y/o pueden diferenciarse en tipos celulares de al menos dos de capas germinales endodérmicas,
ectodérmicas y mesodérmicas.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dichas células se han ensayado para que tengan expresion y/o secrecion
de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8.

8. Un método in vitro para aumentar la expresion de los factores proangiogénicos VEGF, CXCL5 e IL-8 en una célula
madre, comprendiendo el método exponer la célula a una combinacion de TNF-q, IL-13 e IFNy, o a un analogo de
prostaglandina F, en el que dichas células son células madre no embrionarias, no germinales que expresan uno o mas
de oct4, telomerasa, rex-1 o rox-1 y pueden diferenciarse en tipos celulares de al menos dos de capas germinales
endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas, en el que el analogo de prostaglandina F es latanoprost.

9. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 8, en las que las células son células progenitoras multipotentes.

10. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 9, o el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 9, en las que las células expresan telomerasa.

11. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 9, o el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 9, en las que las células expresan oct4.

12. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 9, o el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 9, en las que las células expresan telomerasa y oct4.

13. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 9 a 12, o el método de una cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 12, en las que las células pueden diferenciarse en tipos celulares de capas germinales
endodérmicas, ectodérmicas y mesodérmicas.

14. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 9 a 13, o el método de una cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 13, en las que las células son células humanas.

15. Las células para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 9 a 14, o el método de una cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 14, en las que las células se obtienen de médula 6sea.
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