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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica para prevenir o tratar enfermedades inmunitarias o enfermedades inflamatorias, que
contiene células madre tratadas con agonista de NOD2 o un producto cultivado del mismo.

[Campo técnico]

La presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de trastornos
inmunitarios y enfermedades inflamatorias, que comprende células madre que se generan cultivando células madre
que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NOD2) con un agonista de NOD2
o un cultivo del mismo. Mas en particular, la presente invencioén se refiere a un procedimiento para inhibir respuestas
inmunitarias o respuestas inflamatorias de un sujeto, que comprende la etapa de administrar la composicion
farmacéutica, las células madre o su cultivo de las mismas al sujeto, un procedimiento para preparar un farmaco
inmunosupresor o un farmaco antiinflamatorio que usa las células madre o un cultivo de las mismas, un
procedimiento para preparar PGE2 o TGF-31 que comprende la etapa de cultivar células madre que expresan NOD2
en medio de cultivo con un agonista NOD2, un injerto que comprende células madre que expresan NOD2 y el
agonista de NOD2, un procedimiento para preparar el injerto, un compuesto que comprende células madre que
expresan NOD?2 y el agonista de NOD2, y un cultivo generado cultivando las células madre que expresan NOD2 con
un agonista de NOD2.

[Técnica anterior]

Las proteinas que pertenecen a una familia de proteinas del dominio de oligomerizaciéon de unién a nucleétidos
(NOD) estan compuestas por tres dominios principales: un dominio de reclutamiento de caspasa (CARD) o dominio
pirina en el extremo N terminal que esta implicado en una interaccion proteina-proteina, un dominio NOD central y
un dominio LRR en el extremo C terminal. Los tipos de proteinas de NOD se pueden dividir en un grupo NOD1 que
tiene un dominio CARD en el extremo N terminal y un grupo NOD2 que tiene dos dominios CARD en el extremo N
terminal. Estos dos grupos se denominan juntos receptor de tipo NOD (NLR) y contribuyen significativamente al
desarrollo de la respuesta inmunitaria in vivo, junto con un receptor de tipo toll (TLR). Se sabe que NOD desempefia
un papel vital en una respuesta inmunitaria innata al reconocer el resto de PGN de las paredes celulares de la
mayoria de las bacterias. NOD1 se expresa en células epiteliales del estbmago y colon y en macréfagos y células
dendriticas de pancreas, pulmones, rifion y bazo. Se sabe que NOD1 reconoce un péptido madre, dipéptido o
tripéptido PGN del tipo acido diaminopimélico (DAP), que esta presente en las bacterias gramnegativas y en algunas
bacterias grampositivas, pero esta ausente en eucariotas (Hisamatsu T et al., J. Biol. Chem., 278:32962, 2003) .

NOD2 se expresa predominantemente en células mieloides, en particular macréfagos, neutrofilos y células
dendriticas, asi como en células de Paneth en el intestino delgado, y su distribucion es mas restringida que NOD1.
Ademas, la expresion de NOD2 esta inducida por las citocinas inflamatorias, es decir, TNF-alfa e IFN-gamma. Como
resultado, NOD2 apenas se expresa en los enterocitos normales, sino que se expresa solo cuando los enterocitos
estan infectados. El agonista (ligando) mas ampliamente conocido entre los reconocidos por NOD2 es un dipéptido
de muramilo (MDP), que es el motivo peptidoglucano (PGN) comun a las bacterias gramnegativas y grampositivas
(Girardin SE, et al., J. Biol. Chem., 278:8869, 2003).

En 2003, Girardin, S.E. et al. informaron de que ratones con inactivacion de NOD2 pueden crecer normalmente, pero
se volvieron altamente sensibles a una infeccién por la administracion oral, pero no intravenosa, de Listeria
monocytogenes. Este resultado sugiere que NOD2 no esta implicado en un mecanismo de crecimiento, sino que
sirve como una proteina de reconocimiento de patrones que detecta la presencia de MDP. Sin embargo, en
presencia de una cepa de Listeria en el intestino, NOD2 induce una respuesta inmunitaria innata de actividad
antibacteriana que actia como una proteina de defensa en el organismo (Girardin SE, et al., J. Biol. Chem.,
278:8869, 2003). EI MDP se ha utilizado como adyuvante para estimular respuestas inmunitarias, es decir,
adyuvante antigénico, y como adyuvante que puede ayudar a un inmundégeno (publicacion de solicitud de patente
coreana n.° 1019960033469, 1020070031848 y 1020100045473).

Entretanto, la prostaglandina E; (a continuacion en el presente documento denominada PGE;) es un compuesto
representado por la prostaglandina E»: acido (5Z, 11 (alfa), 13E, 15S)-11,15-dihidroxi-9-oxo-prosta-5,13-dien-1-oico,
y es la prostaglandina mas producida en condiciones fisiologicas y patolégicas (Ushikubi F et al., J. Pharmacol. Sci.
83:279, 2000).

La PGE; se usaba tradicionalmente para preparar el cuello uterino para el parto, y en realidad, se ha utilizado en la
composicion farmacéutica para estimular el parto. Se fabrica en forma de ovulo vaginal con los siguientes nombres
de marca: Cervidil (de Forest Laboratories, Inc.), Prostin E2 (de Pfizer Inc.), Propess (de Ferring Pharmaceuticals) y
Glandin (de Nabigasim Pharmaceuticals Pakistan). Recientemente, se ha sugerido la PGE, como un candidato
convincente para un nuevo modulador inmunosupresor, ya que funciona inhibiendo la liberacion de citocinas, tal
como la interleucina-1 beta y el TNF alfa que producen los macréfagos y también inhibiendo la diferenciacion de
linfocitos T1 cooperadores (Harris SG ef al., Trends Immunol., 23:144, 2002). Ademas, un estudio in vitro ha
informado de que la PGE: inhibe la produccion de citocinas tales como la interleucina-2 y el IFN-gamma para inhibir
la diferenciacion de linfocitos T humanos y murinos (Goodwin JS et al., J. clin. Immunol., 3:295, 1983). Estos
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estudios sugieren que la PGE ; es un farmaco inmunomodulador prometedor, y, como resultado, ha habido una gran
necesidad de desarrollar un procedimiento de produccion simple y rentable del mismo.

Del mismo modo, el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) es conocido como un farmaco
inmunosupresor y antiinflamatorio. Se ha sugerido que el TGF-B1, al igual que la PGE,, es un farmaco
inmunomodulador prometedor, y como resultado ha habido una gran necesidad de desarrollar un procedimiento de
produccion simple y rentable del mismo.

Entretanto, los tipos de farmacos inmunosupresores se pueden dividir en inmunosupresores especificos y no
especificos. En teoria, los inmunosupresores especificos son superiores, pero se usan principalmente los
inmunosupresores no especificos. La ciclosporina (Neoral, Cipol A), la azatioprina (imuran) y la prednisolona (un
corticosteroide) son los farmacos inmunosupresores usados con mas frecuencia en la practica clinica. Se encontré
que una combinacion de estos tres farmacos mostraba menos efectos secundarios y mas efectos inmunosupresores
que el uso de un farmaco individual. Recientemente, se han desarrollado y usado en la practica clinica muchos
farmacos inmunosupresores tales como FK 506, RATG, OKT3, Cellcept, etc..

En el proceso desde la estimulacion antigénica hasta la produccion de anticuerpos, estos farmacos
inmunosupresores causan inmunosupresion obstaculizando el procesamiento fagocitico de antigenos por
macrofagos, el reconocimiento de antigenos por linfocitos, la division celular, la division de linfocitos T y B, o la
produccion de anticuerpos. La mayoria de los farmacos tienen una actividad antitumoral, ya que obstaculizan la
division celular induciendo lesiones en el ADN, la inhibicién de la sintesis del ADN y similares.

Sin embargo, los efectos secundarios representativos de los farmacos son la hipertension y la nefrotoxicidad
(reduccion de la funcidn renal). Debido a la alta incidencia de estos efectos secundarios, las afecciones de los
pacientes se tenian que controlar adecuadamente para detectar la aparicion de los efectos secundarios. Efectos
secundarios tales como temblor, convulsién, hepatitis, colestasis, hiperuricemia, debilidad muscular, hipertricosis e
hipertrofia gingival surgen raramente. Uno de los supresores usados con frecuencia llamado azatioprina inhibe la
funciéon de la médula ésea produciendo un recuento bajo de leucocitos, anemia y un recuento bajo de plaquetas
Ademas, la azatioprina puede causar complicaciones tales como pancreatitis, hepatitis y colestasis, asi como
pérdida del cabello y fiebre ocasionalmente. Un farmaco corticosteroide llamado prednisolona es el primer
inmunosupresor usado en el mercado y tiene una variedad de actividad inhibidora. Por ejemplo, puede aumentar el
apetito, la cantidad de musculo alrededor del hombro y la espalda, y puede causar euforia temporal. Sin embargo,
este farmaco corticosteroide se debe usar con cuidado, ya que favorece la progresion de la ateroesclerosis, y causa
hipertension, Ulcera gastrica, diabetes, retraso del crecimiento, osteoporosis, cataratas o glaucoma.

El trasplante alogénico, tal como el trasplante de 6rganos y el trasplante de células madre hematopoyéticas, es un
logro médico extraordinario del siglo XXI, y se ha aplicado para el tratamiento radical de enfermedades terminales
tales como la insuficiencia cardiaca, incluida la miocardiopatia dilatada, la insuficiencia renal crénica y los trastornos
hematoldgicos resistentes al tratamiento. Sin embargo, todavia existe una limitacion para superar las complicaciones
mortales que surgen después del trasplante alogénico, tal como el fracaso de la incorporacion del injerto o la
enfermedad de injerto contra huésped (EICH). En un esfuerzo por minimizar estas respuestas inmunitarias, se ha
usado un tratamiento para controlar las respuestas inmunitarias de linfocitos T que estan causadas por la inmunidad
celular de linfocitos T que reconocen antigenos alogénicos después de un trasplante (lkehara S, Exp. Hematol.,
31:1142, 2003; First MR, Transplantation, 77:88, 2004), es decir, un tratamiento para controlar las respuestas
inmunitarias mediante la inhibicion de la produccién de linfocitos T por la interleucina (IL)-2 usando un farmaco
inmunosupresor, ciclosporina o FK506. Sin embargo, todavia existe una alta demanda para el desarrollo de
farmacos inmunosupresores econémicos sin efectos secundarios.

Entretanto, los mecanismos de regulacion inmunitaria de las células madre mesenquimales adn no se han
identificado por completo, mientras que solo se ha informado de algunos estudios con respecto a las células madre
mesenquimales. El primer hallazgo fue que las células madre mesenquimales parecen inhibir las células
presentadoras de antigenos (APC). Los cambios en las respuestas inmunitarias son proporcionales al nimero de
monocitos afadidos durante el proceso de cultivo en determinadas condiciones, lo que sugiere que los monocitos
estan implicados en la inmunosupresion. El segundo hallazgo fue que las células madre mesenquimales parecen
inducir propiedades inmunosupresoras regulando la proliferacion de linfocitos T. El cocultivo de linfocitos T con
células madre mesenquimales regula por disminucion la expresion de ciclina D2 y, posteriormente, detiene los
linfocitos T en la fase GO/G1 del ciclo celular para evitar su proliferacion. También se informé de que la capacidad de
proliferacion se reduce continuamente, incluso después de que se retiran las células madre mesenquimales (Glennie
S et al., Blood, 105:2821, 2005).

[Divulgacion]
[Problema técnico]

En un esfuerzo por desarrollar una forma mas eficaz de regular las respuestas inmunitarias o inflamatorias usando
células madre, los autores de la presente invencion encontraron en primer lugar que el receptor NOD2 se expresa
en las células madre, y las células madre regulan las respuestas inmunitarias por medio del receptor NOD2. A
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continuacion descubrieron que, cuando las células madre se tratan con un agonista de NOD2, es decir, MDP, PGE;
y TGF-B1 se expresan excesivamente, lo que da lugar a una inhibiciéon mas eficaz de la respuesta inmunitaria,
demostrando de este modo sus efectos terapéuticos sobre modelos de colitis y dermatitis atdpica completados en la
presente invencion.

[Solucidn técnica]
La presente invencion se define en las reivindicaciones.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica para su uso en la prevencion o
el tratamiento de trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias, que comprende células madre que se
generan cultivando células madre que expresan NOD2 con un agonista de NOD2 o un cultivo de las mismas, que
sea economica y que no tenga ningun efecto secundario como alternativa a los farmacos inmunosupresores y los
farmacos antiinflamatorios convencionales.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion para su uso en un procedimiento para tratar
trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias, que comprende la etapa de administrar la composicién a un
sujeto con trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion para su uso en un procedimiento
para inhibir respuestas inmunitarias o respuestas inflamatorias de un sujeto, que comprende la etapa de administrar
las células madre o el cultivo de las mismas al sujeto.

Todavia otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar un procedimiento para preparar un farmaco
inmunosupresor o un farmaco antiinflamatorio.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para preparar prostaglandina E, y
TGF-B1 que se usen en diversas aplicaciones.

Todavia otro objetivo de la presente invencidén es proporcionar un injerto que comprenda las células madre que
expresan NOD2 y el agonista de NOD2, o un injerto preparado retirando las células madre del injerto, y un
procedimiento de preparacion de los injertos.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un compuesto que comprenda las células madre que
expresan NOD2 y el agonista de NOD2.

Todavia otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un cultivo que se genere afiadiendo el agonista de
NOD?2 a las células madre que expresan NOD2.

[Efectos ventajosos]

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que se puede usar para la prevencion o el
tratamiento de trastornos inmunitarios y enfermedades inflamatorias. Ademas, la presente invencién proporciona un
procedimiento para preparar PGE, y TGF-f1, que puede producir PGE; y TGF-f1 con un alto rendimiento de
manera rentable sin realizar un procesamiento quimico. La composicién farmacéutica de la presente invencién es un
agente terapéutico celular econdémico que no tiene efectos secundarios, que se puede usar como una alternativa a
los farmacos inmunosupresores y a los farmacos antiinflamatorios conocidos previamente que tienen efectos
secundarios. Por lo tanto, se puede usar para la prevencion o el tratamiento de trastornos inmunitarios, tales como
enfermedades autoinmunitarias, incluyendo la enfermedad de Crohn, la artritis reumatoide y la dermatitis atépica, y
enfermedades inflamatorias.

[Descripcion de los dibujos]

La FIG. 1a muestra el resultado de la RT-PCR de ARNm que demuestra la expresion de TLR y NLR en
hUCB-MSC, y las FIG. 1b a 1e muestran el nivel de expresién de IL-8 y la proliferacion de MSC después
del tratamiento con cada agonista;

la FIG. 2 es un grafico que muestra el efecto de hUCB-MSC en la proliferacion de MNC después del
tratamiento con cada agonista;

la FIG. 3 es un grafico que muestra el efecto del cultivo de hUCB-MSC en la proliferacion de MNC (3a y 3b)
y la proliferacién de esplenocitos (3c) después del tratamiento con cada agonista;

la FIG. 4 muestra la comparacion del efecto inhibidor del cultivo de células madre mesenquimales (hUCB-
MSC n.° 618) tratado con MDP solo (A) y el resultado del tratamiento con ARNip (B);
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la FIG. 5 muestra la comparacion del efecto inhibidor del cultivo de células madre mesenquimales (hUCB-
MSC n.° 620) tratado con MDP solo (A) y el resultado del tratamiento con ARNip (B);

la FIG. 6a muestra la cantidad de secrecion de PGE, después del tratamiento de cada receptor con el
agonista correspondiente, la FIG. 6b muestra el nivel de expresion de COX-2 después del tratamiento de
cada receptor con el agonista correspondiente, la FIG. 6¢c muestra los cambios en el nivel de expresion de
COX-2 que se incrementa mediante el tratamiento de siNOD2 y siRip2 con MDP, la FIG. 6d muestra los
cambios en la cantidad de secrecién de PGE; que se incrementa mediante el tratamiento de siNOD2,
siRip2 e indometacina (indo) con MDP, la FIG. 6e muestra los cambios en el efecto inhibidor sobre la
proliferacion de MNC, que se incrementa mediante el tratamiento de indometacina (indo) con MDP, vy la
FIG. 6f muestra la reduccion de la cantidad de secrecién de PGE; que se potencia mediante el tratamiento
de siNOD2 e indometacina (indo) con MDP;

la FIG. 7a muestra la cantidad de produccion de NO después del tratamiento de cada receptor con el
agonista correspondiente, la FIG. 7b muestra la cantidad de secrecion de PGE; después del tratamiento de
cada receptor con el agonista correspondiente, la FIG. 7c muestra la cantidad de secrecion de TGF-1
después del tratamiento de cada receptor con el agonista correspondiente, la FIG. 7d muestra el cambio en
el nivel de expresion de COX-2 después del tratamiento de cada receptor con el agonista correspondiente,
la FIG. 7e muestra el efecto inhibidor sobre la proliferacion de MNC en presencia de PGE,, la FIG. 7f
muestra el efecto inhibidor sobre la proliferacién de esplenocitos en presencia de PGE,, la FIG. 7g muestra
un efecto inhibidor sobre la proliferacion de MNC, que se potencia mediante el tratamiento de indometacina
(indo) con MDP, y la FIG. 7h muestra el efecto inhibidor sobre la proliferacion de MNC, que se mejora
mediante el tratamiento del anticuerpo neutralizante contra el TGF-$1 (a-TGF-1) con MDP;

la FIG. 8 demuestra una inhibicion extraordinaria de la expresion de los genes y proteinas NOD2 y Rip2 en
hUCB-MSC por los respectivos ARNip;

la FIG. 9a muestra la expresion de COX-2 incrementada mediante el tratamiento de siNOD2 y siRip2 con
MDP, la FIG. 9b muestra la secrecion de PGE; incrementada mediante el tratamiento de siNOD2, siRip2 e
indometacina (indo) con MDP, la FIG. 9¢c muestra la secrecion de TGF-B1 incrementada mediante el
tratamiento de siNOD?2 y siRip2 con MDP, y la FIG. 9d es un grafico que muestra los cambios en el efecto
inhibidor sobre la proliferacion de MNC mediante el tratamiento de siNOD2 y siRip2 con MDP;

la FIG. 10a muestra la secrecion de IL-10 potenciada mediante el tratamiento de siNOD2, siRip2,
indometacina (indo) y anticuerpo neutralizante contra TFG-B1 (a-TFG-1) con MDP, y la FIG. 10b muestra
los cambios en las poblaciones de Treg que se potencian mediante el tratamiento de siNOD2, siRip2,
indometacina (indo) y anticuerpo neutralizante contra TFG-1 (a-TFG-1) con MDP;

la FIG. 11 muestra el resultado de la RT-PCR de ARNm que demuestra expresiones de NOD2, RIP2 y
RPL13A en células madre mesenquimales derivadas de sangre de cordén umbilical (UCB-MSC), células
madre derivadas de tejido adiposo (AD-MSC) y células madre epiteliales amniéticas (AEC);

la FIG. 12a es un grafico que muestra la reduccion del peso corporal en grupos experimentales y grupos de
control del modelo de colitis, la FIG. 12b es un grafico que muestra la tasa de supervivencia, la FIG. 12c es
un grafico que muestra los cambios en el indice de actividad de la enfermedad, la FIG. 12d muestra la
imagen de la longitud del colon, la FIG. 12e es un grafico que muestra la longitud del colon, la FIG. 12f es
una imagen histopatoldgica que muestra inflamacion, edema e infiltracion de células inflamatorias, y la FIG.
12g es un grafico que muestra puntuaciones histopatoldgicas;

la FIG. 13a es un grafico que muestra los cambios en la secrecion de IL-6, IFN-y e IL-10 por MDP en el
colon del modelo de ratén con colitis inducida por DSS, la FIG. 13b es una imagen microscopica de
fluorescencia que muestra la localizacién de Fox3p+ en el colon de grupos de control y grupos
experimentales del modelo de ratdon con colitis después del tratamiento con MDP y siNOD2, la FIG. 13c es
el resultado de la inmunoelectrotransferencia que muestra el nivel de expresion de la proteina Fox3p en
grupos de control y grupos experimentales después del tratamiento con MDP y siNOD2, la FIG. 13d
muestra la cuantificacion del analisis por inmunoelectrotransferencia, la FIG. 13e es un grafico que muestra
la actividad de MPO vy la infiltracion de células CD4+ y CD11b+ para analizar la infiltracion de células
inflamatorias en colon de ratén;

la FIG. 14 es un grafico que muestra el resultado de un examen macroscopico después de inyecciones
intravenosas o subcutaneas de hUCB-MSC tratadas con MDP en ratones a los que se ha inducido
dermatitis atépica;

la FIG. 15 es un grafico que muestra un nivel de inmunoglobulina E en suero, que es un indice de dermatitis
atopica;

la FIG. 16 es un grafico que muestra un nivel de inmunoglobulina G1 en suero, que es un indice de
dermatitis atépica;
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la FIG. 17 es una imagen de la tincion con H+E después del procesamiento de tejido del tejido cutaneo de
ratén; y

la FIG. 18 es una imagen que muestra la desgranulacion de los mastocitos, que es uno de los principales
sintomas de la dermatitis atopica, después del procesamiento del tejido y la tincion con azul de toluidina del
tejido cutaneo de raton.

[Mejor modo]

En un aspecto para lograr los objetivos anteriores, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica
para la prevencion o el tratamiento de trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias, que comprende células
madre que se generan cultivando células madre que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacion de union
a nucledtidos (NOD2) con un agonista de NOD2 o un cultivo del mismo.

En la presente invencion, se encontrd que el tratamiento de células madre con un agonista de la proteina 2 del
dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD2) favorece la secrecion de PGE; y TGF-B1 en las células
madre mesenquimales, lo que a su vez regula las respuestas inmunitarias e inflamatorias. En otras palabras, la
presente invencion confirmé que la actividad reguladora de la inmunidad y la inflamacién de las células madre se
correlaciona con la funcién de NOD?2, y los efectos inmunosupresores y antiinflamatorios se potencian cuando se
tratan con un agonista de NOD2 y, por tanto, las células madre tratadas con un agonista de NOD2 y un cultivo de las
mismas se puede usar como un agente terapéutico celular para la regulaciéon inmunitaria y de la inflamacion. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de
trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias, que comprende células madre que se generan cultivando
células madre que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NOD2) con un
agonista de NOD2 o un cultivo del mismo. Como se usa en el presente documento, los términos 'NOD2' y 'receptor
NOD2' se pueden usar de manera intercambiable.

Como se usa en el presente documento, el término "agonista" se refiere, en general, a una sustancia quimica que
funciona para estimular positivamente un receptor, y también se llama un efector. En ofras palabras, un agonista
tiene una funcién positiva, mientras que un antagonista funciona para obstaculizar un ligando o tiene una funcién
negativa. En la presente invencion, el agonista se puede usar de manera intercambiable con un "ligando" que se
refiere a una sustancia quimica que se une a un receptor en general. Con respecto a los objetivos de la presente
invencion, el agonista puede ser un agonista de NOD2.

Como se usa en el presente documento, el término "agonista de NOD2" se refiere a una sustancia que se une a un
receptor NOD2 para activar NOD2, y uno de los ejemplos de agonista de NOD2 es el dipéptido de muramilo (MDP),
pero no se limita al mismo.

Como se usa en el presente documento, el término "MDP" es dipéptido de muramilo, y en la presente invencion se
puede usar como un agonista que activa la via de NOD2 para favorecer la secrecion de PGE: en las células madre
mesenquimales.

Como se usa en el presente documento, las frases "cultivadas con adicién" o "generadas con adicién" de agonista
se pueden referir al cultivo de células madre mesenquimales en un medio de cultivo al que se afiade un agonista,
como ejemplo. Preferentemente, el cultivo anterior se puede referir al cultivo con la adicion del agonista a una
concentracion de 1 a 100 ug/ml durante 0,1 a 200 horas y, mas preferentemente, durante 1 a 72 horas. Ademas, se
puede referir al cultivo de las células en el medio al que se afiade el agonista, y al cultivo adicional en el medio
reemplazado.

Como se usa en el presente documento, el término "células madre" se refiere a células que tienen la capacidad de
diferenciarse en diversos tejidos, es decir, "células indiferenciadas". El término "células madre mesenquimales” se
refiere a células madre pluripotentes derivadas de diversas células adultas, tales como médula 6sea, sangre de
cordén umbilical, placenta (o tejido placentario) y grasa (tejido adiposo). Por ejemplo, las células madre
mesenquimales derivadas de la médula dsea poseen una pluripotencia para diferenciarse en tejido adiposo, tejido
6seo/cartilaginoso vy tejido muscular, y, por tanto, muchos estudios se han centrado en la investigacion de células
madre mesenquimales para el desarrollo del tratamiento celular.

En la presente invencion, las células madre pueden ser células madre adultas humanas, células madre pluripotentes
humanas, células madre pluripotentes inducidas, células madre embrionarias de animales o células madre adultas
de animales. Entretanto, las células madre adultas pueden ser células madre mesenquimales, células estromales
mesenquimales derivadas de tejido humano, células madre mesenquimales derivadas de tejido humano, células
madre pluripotentes o células epiteliales amniodticas, y las células madre mesenquimales pueden ser células madre
mesenquimales derivadas de una fuente seleccionada del grupo que consiste en cordéon umbilical, sangre cordén
umbilical, médula ésea, grasa, musculo, nervio, piel, amnios y placenta, y preferentemente aquellas derivadas de
humanos, y mas preferentemente células madre mesenquimales (hUCB-MSC) derivadas de sangre de corddn
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umbilical humana. La obtencion de células madre de cada fuente se puede realizar siguiendo el procedimiento
conocido en la técnica, y no se limita al procedimiento descrito en los ejemplos de la presente invencion.

Preferentemente, se usan células madre mesenquimales preparadas mediante el tratamiento de células madre
mesenquimales derivadas de un humano con MDP a una concentracion de 1 a 100 pug/ml durante 0,1-200 horas. Si
las células se cultivan con MDP durante 0,1 hora o menos, la via de NOD2 no se puede activar suficientemente. Si
las células se cultivan con MDP durante 200 horas o mas, no existen beneficios econémicos. Por tanto, las células
madre mesenquimales se tratan con MDP, mas preferentemente durante 0,1~200 horas, mucho mas
preferentemente durante 1~72 horas, y lo mas preferentemente durante 24 horas.

Para cultivar las células madre mesenquimales, se puede usar cualquier medio convencional conocido en la técnica
que sea conocido por ser adecuado para el cultivo de células madre. Por ejemplo, se puede usar el medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) o medio sin suero de queratinocitos (Keratinocyte-SFM). Lo mas preferentemente,
se puede usar medio D (Gibco).

El medio para el cultivo de células madre mesenquimales se puede complementar con aditivos. En general, el medio
puede contener un tampon neutro (por ejemplo, fosfato y/o bicarbonato de alta concentracion) en solucion isoténica
y un nutriente proteico (por ejemplo, suero, tal como como FBS, reemplazo de suero, albumina o aminoacidos
esenciales y no esenciales, tal como glutamina). Ademas, puede contener lipidos (acidos grasos, colesterol, un
extracto de suero de HDL o LDL) y otros ingredientes que se encuentran en la mayoria de los medios concentrados
de este tipo (por ejemplo, insulina o transferrina, nucledsidos o nucleétidos, piruvato, una fuente glucidica tal como
glucosa, selenio en cualquier forma ionizada o sal, un glucocorticoide tal como hidrocortisona y/o un agente reductor
tal como 3-mercaptoetanol).

Ademas, con vistas a proteger las células evitando que se adhieran entre si o a la pared de un vaso, o que formen
grandes agregaciones, puede ser beneficioso incluir un agente antiaglomerante en el medio, por ejemplo, los
vendidos por Invitrogen (n.° de cat. 0010057AE).

En un modo de realizacién de la presente invencién, se encontré que el cultivo de células madre que se cultivaron
con la adiciéon de uno de los agonistas de NOD2, el dipéptido de muramilo (MDP) inhibe la proliferacién de células
mononucleares (MNC).

Las células mononucleares que circulan en la circulacion sanguinea migran a los tejidos donde maduran hasta
convertirse en macréfagos. Las células mononucleares, los macréfagos y las células dendriticas son las mas
importantes en el sistema de defensa del organismo, y tienen un papel principal en el inicio de respuestas
inmunitarias adaptativas que tienen la capacidad de presentar antigenos y regular la funcién de los linfocitos T. Por
otra parte, las células mononucleares y los macréfagos actian como las principales barreras de defensa en el
sistema inmunitario. Ademas, las células mononucleares funcionan como células accesorias en las etapas de
reconocimiento y activacion de las respuestas inmunitarias adaptativas. Funcionan como células presentadoras de
antigenos (APC) para el reconocimiento de antigenos por los linfocitos T, y producen proteinas de membrana y
proteinas secretoras que funcionan como sefales secundarias para la activacion de linfocitos T. Algunos de los
fagocitos mononucleares se pueden diferenciar en células dendriticas, que desempefian un papel importante en la
estimulacion de las respuestas de los linfocitos T contra los antigenos proteicos. Cuando se produce el rechazo de
un trasplante de células y érganos, la célula/érgano trasplantado en el organismo es reconocida como un objeto
exogeno vy, por lo tanto, se incrementa el nimero de células mononucleares, macréfagos y células dendriticas. Por
tanto, es evidente para los expertos en la técnica que la inhibicién de la proliferacion de células mononucleares
usando el cultivo de células madre generadas con la adicion de dipéptido de muramilo (MDP) da lugar a la inhibicion
de las respuestas inmunitarias en el organismo.

Como se usa en el presente documento, el término "célula mononuclear" se refiere a un leucocito fagocitico
mononuclear derivado de las células de la médula 6sea y de la sangre periférica.

Ademas, en otro modo de realizacion de la presente invencion, se encontré que las células madre cultivadas con la
adicion de dipéptido de muramilo (MDP) favorecen la secrecion de PGE; y TGF-1, dando lugar a una inhibicién de
MNC que es inducida por la PGE: y el TGF-1. Se ha informado de que la PGE; funciona para inhibir la secrecion
de citocinas inflamatorias tales como la interleucina-1 beta y las citocinas TNF alfa. El TGF-B1 se considera una
citocina antiinflamatoria.

Todavia en otro modo de realizacién de la presente invencion, se sugirié que las células madre tratadas con MDP
producen una citocina antiinflamatoria IL-10 con alto rendimiento y, ademas, forman una poblacion de linfocitos T
reguladores.

Por lo tanto, las células madre de la presente invencion y el cultivo de las mismas son Utiles para la prevencion o el
tratamiento de trastornos inmunitarios y enfermedades inflamatorias. A este respecto, los trastornos inmunitarios o
enfermedades inflamatorias pueden ser enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplante, enfermedad de
injerto contra huésped, artritis, infeccion bacteriana, sepsis, inflamacién o similares. Las enfermedades
autoinmunitarias pueden ser enfermedad de Crohn, eritema, dermatitis atopica, artritis reumatoide, tiroiditis de
Hashimoto, anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes de tipo 1, lupus, sindrome de fatiga cronica,
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fibromialgia, hipotiroidismo e hipertiroidismo, esclerodermia, enfermedad de Behcet, enfermedad inflamatoria
intestinal, esclerosis multiple, miastenia grave, sindrome de Méniére, sindrome de Guillain-Barré, sindrome de
Sjogren, vitiligo, endometriosis, psoriasis, vitiligo, esclerodermia sistémica, asma, colitis ulcerosa o similares.

Como se usa en el presente documento, el término "enfermedades inflamatorias" significa conjuntamente las
lesiones causadas por inflamacion, y puede ser, pero no se limita a, preferentemente edema, dermatitis, alergia,
dermatitis atdpica, asma, conjuntivitis, periodontitis, rinitis, timpanitis, faringolainginitis, amigdalitis, neumonia, tlcera
gastrica, gastritis, enfermedad de Crohn, colitis, hemorroides, gota, espondilitis anquilosante, fiebre reumatica, lupus,
fibromialgia, artritis psoriasica, artrosis, artritis reumatoide, periartritis de hombro, tendinitis, tenosinovitis, miositis,
hepatitis, cistitis, nefritis, sindrome de Sjogren o esclerosis multiple.

Como se usa en el presente documento, el término "trastornos inmunitarios" se refiere a los trastornos que se
asocian con el desarrollo de respuestas inmunitarias particulares, y pueden ser, pero no se limitan a,
preferentemente enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplante, enfermedad de injerto contra huésped. Las
enfermedades autoinmunitarias pueden ser enfermedad de Crohn, eritema, dermatitis atdpica, artritis reumatoide,
tiroiditis de Hashimoto, anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes de tipo 1, lupus, sindrome de fatiga
cronica, fibromialgia, hipotiroidismo e hipertiroidismo, esclerodermia, enfermedad de Behcet, enfermedad
inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, miastenia grave, sindrome de Méniére, sindrome de Guillain-Barré,
sindrome de Sjogren, vitiligo, endometriosis, psoriasis, vitiligo, esclerodermia sistémica, asma, colitis ulcerosa o
similares.

En los modos de realizaciéon de la presente invencién, se confirmé que las células madre de la presente invencion o
el cultivo de las mismas podian tratar las enfermedades inflamatorias tal como colitis y las enfermedades
inmunitarias tal como dermatitis atopica en modelos animales de colitis y modelos de dermatitis atopica, lo que
sugiere sus efectos terapéuticos sobre los trastornos inmunitarios y enfermedades inflamatorias.

Como se usa en el presente documento, el término "prevencion" significa todas las acciones en las que los
trastornos inmunitarios o las enfermedades inflamatorias se contienen o retardan mediante la administracion de la
composicion. Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento" significa todas las acciones en las
que los sintomas de los trastornos inmunitarios o las enfermedades inflamatorias se alivian o se mejoran mediante la
administracion de la composicion.

Ademas, la composicién de la presente invencion puede incluir de 1,0 x 10° a 1,0 x 10°, preferentemente de
1,0 x 108 a 1,0 x 108, mas preferentemente 1,0 x 107 células por 1 ml.

La composicion de la presente invencion se puede usar descongelada, o congelada para su uso posterior. Si la
poblacién de células se va a congelar, se afiade un crioconservante estandar (por ejemplo, DMSO, glicerol, medio
de congelacion de células Epilife® (Cascade Biologics)) a la poblacién enriquecida de células antes de que se
congele.

Ademas, la composicion se puede administrar formulando una dosificacion unitaria adecuada para su administracion
a un paciente por procedimientos convencionales en el campo farmacéutico, conteniendo la formulacién una
cantidad eficaz para una dosis Unica o para dosis fraccionadas. Para este propédsito, una formulacién para
administracion parenteral incluye preferentemente una formulacién inyectable tal como una ampolla para inyeccion,
una formulacién para infusion tal como una bolsa de infusién, y una formulacidon para pulverizaciéon tal como un
aerosol. La ampolla para inyeccion se puede mezclar con una solucion inyectable tal como solucién salina, glucosa,
manitol y solucién de Ringer inmediatamente antes de la administracion de la formulacién. Ademas, la bolsa de
infusion se puede texturizar con poli(cloruro de vinilo) o polietileno, por ejemplo, un producto de Baxter, Becton
Dickinson, Medcep, National Hospital Products o Terumo.

La formulaciéon farmacéutica puede comprender ademas uno o mas vehiculos inactivos farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo, un conservante, un controlador analgésico, un solubilizante o un estabilizante para
formulacion inyectable, y una base, un excipiente, un lubricante o un conservante para formulacion tépica, ademas
del ingrediente activo.

La composicién o formulacion farmacéutica preparada de la presente invenciéon se puede administrar de acuerdo
con cualquier procedimiento convencional en la técnica conjuntamente con otras células madre usadas para
trasplante y otros propésitos, o en forma de una mezcla con las mismas. Es preferente la incorporacion del injerto o
el trasplante directos a la lesién de un paciente que necesita tratamiento, o el trasplante o la inyeccion directos en la
cavidad peritoneal, pero no se limita a los mismos. Ademas, son posibles tanto una administracion no quirtrgica
usando un catéter como una administracién quirargica tal como inyeccion o trasplante después de una incision, pero
la administracion no quirdrgica usando un catéter es mas preferente. Ademas, la composicion también se puede
administrar por via parenteral, por ejemplo, inyeccion intravenosa, que es uno de los procedimientos convencionales
para el trasplante de células madre del sistema hematopoyético, ademas de la administracion directa a la lesion.

Las células madre se pueden administrar en una cantidad de 1,0 x 10* a 1,0 x 10'° células/kg (peso corporal),
preferentemente de 1,0 x 10° a 1,0 x 10° células/kg (peso corporal) al dia en una sola dosis o en dosis fraccionadas.
Sin embargo, debe entenderse que la cantidad del ingrediente activo realmente administrada se deberia determinar
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en vista de diversos factores pertinentes, incluyendo la enfermedad que se va a tratar, la afeccion que se va a tratar,
la intensidad del sintoma del paciente, la ruta de administracion elegida, y el peso corporal, la edad y el sexo del
paciente individual; y, por lo tanto, la dosis anterior no deberia limitar el alcance de la invenciéon de ninguna manera.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona una composiciéon para su uso en un procedimiento para tratar
trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias, que comprende la etapa de administrar la composicién un
sujeto con un trastorno inmunitario o enfermedad inflamatoria.

Todavia en otro aspecto, se pueden inhibir respuestas inmunitarias o se puede regular la inflamacion mediante la
administracion de las células madre tratadas con un agonista de NOD2 de acuerdo con la presente invencion y el
cultivo de las mismas, y por lo tanto, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que
comprende células madre que se generan mediante el cultivo de células madre que expresan la proteina 2 del
dominio de oligomerizaciéon de unién a nucleétidos (NOD2) con un agonista de NOD2 o un cultivo de las mismas,
para su uso en un procedimiento para inhibir respuestas inmunitarias o respuestas inflamatorias de un sujeto, lo que
implica la etapa de administrar al sujeto las células madre generadas afiadiendo el agonista de NOD2 a células
madre que expresan NOD2 o el cultivo de las mismas.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" significa un mamifero, incluyendo ganado bovino, perros,
cerdos, pollos, ovejas, caballos y humanos, pero no se limita a los mismos. A este respecto, el procedimiento para
inhibir respuestas inmunitarias o respuestas inflamatorias se puede limitar a animales excluyendo a humanos.
Preferentemente, la administracion de las células madre cultivadas con la adicion de un agonista de NOD2 o el
cultivo de las mismas se puede realizar mediante inyeccion intraabdominal o intravenosa, inyeccion directa en la
lesién o inyeccion en la cavidad sinovial.

El uso de la composicién de la invencién para la inhibicion de respuestas inmunitarias o respuestas inflamatorias es
para la prevencion o el tratamiento de trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias.

Todavia en otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un farmaco
inmunosupresor o un farmaco antiinflamatorio, que implica la etapa de cultivar células madre afadiendo un agonista
de NOD2 a células madre que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos
(NOD2).

Como se usa en el presente documento, el término "farmaco inmunosupresor”, como se describe anteriormente,
significa un farmaco que comprende células madre generadas mediante el cultivo de células madre que expresan
NOD2 con el agonista de NOD2 o el cultivo de las mismas, que puede tratar trastornos inmunitarios inhibiendo
respuestas inmunitarias.

Como se usa en el presente documento, el término "farmaco antiinflamatorio”, como se describe anteriormente,
significa un farmaco que comprende células madre generadas mediante el cultivo de células madre que expresan
NOD2 con el agonista de NOD2 o el cultivo de las mismas, que puede tratar enfermedades inflamatorias inhibiendo
la inflamacion.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para preparar PGE; o TGF-1, que
implica la etapa de cultivar células madre que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacién de unién a
nucledtidos (NOD2) en un medio tratado con agonista de NOD2, en el que se secreta prostaglandina E> (PGE>) o
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-31) a partir de las células madre durante el cultivo.

En los modos de realizacion de la presente invencion, se encontré que las células madre mesenquimales tratadas
con MDP favorecen la secrecion de PGE; y TGF-1 que son conocidas por ser aplicables en diversos campos, en
comparacion con las células madre mesenquimales no tratadas con MDP y las células madre mesenquimales
tratadas con otros agonistas de receptores (DAP, LPS, Pam3CSK4, etc.).

En la presente invencion, para la recuperacion de PGE, y TGF-B1, se recoge el medio de cultivo de las células
madre y las células y los desechos se eliminan por centrifugacion vy filtracion, dejando de este modo el sobrenadante
solo.

Todavia en otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un injerto que comprende las células madre que
expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NOD2) y el agonista de NOD2.

Como se usa en el presente documento, el término "injerto" significa un material que se puede trasplantar a un
humano o mamifero, que protege el tejido dafiado desde el exterior o soporta una célula trasplantada o una
sustancia terapéutica secretada para que permanezca en el mismo lugar. El injerto se usa como soporte para la
ingenieria de tejidos e implica polimeros sintéticos biodegradables y materiales naturales que se usan en la técnica
pero no se limitada a los mismos. Dado que el injerto de la presente invencién comprende las células madre que
expresan NOD2 y el agonista de NOD2, existe la ventaja de que no causa rechazo del trasplante ni respuestas
inflamatorias. Por lo tanto, sin ningun agente inmunosupresor o farmaco antiinflamatorio adicional necesario para
suprimir el rechazo del trasplante o las respuestas inflamatorias causadas por el trasplante de diversos injertos, el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2727030 T3

injerto trasplantado se puede injertar de manera estable en el organismo sin que se produzca rechazo del trasplante
o respuestas inflamatorias.

Todavia en otro aspecto, la presente invencién proporciona un injerto que se prepara cultivando las células madre
que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacion de union a nucleotidos (NOD2) en el injerto con un
agonista de NOD2 y, a continuacion, retirando las células madre del mismo.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para preparar el injerto, que
comprende la etapa de cultivar las células madre que expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacion de
union a nucleotidos (NOD2) en el injerto con un agonista de NOD2.

Preferentemente, el procedimiento puede comprender ademas la etapa de retirar células madre después de la etapa
de cultivo.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto que comprende las células madre que
expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NOD2) y el agonista de NOD2.

Preferentemente, el agonista de NOD se puede unir a NOD2 de las células madre en el compuesto. Mas
preferentemente, NOD2 se puede activar mediante la unién del agonista de NOD2 a NOD2 de las células madre en
el compuesto. En ultima instancia, el compuesto se puede usar para tratamiento celular.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona un cultivo que se genera cultivando células madre que
expresan la proteina 2 del dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos (NOD2) con un agonista de NOD2.

El cultivo puede comprender componentes tales como PGE; y/o TGF-B1, que presentan los efectos profilacticos o
terapéuticos sobre trastornos inmunitarios o enfermedades inflamatorias.

[Modo de la invencién]

A continuacion en el presente documento, la presente invencion se describe con mas detalle mediante los siguientes
ejemplos.

En los siguientes ejemplos, solo se ejemplifica el uso de células madre mesenquimales derivadas de sangre del
corddn umbilical, pero es evidente para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior que las células
madre mesenquimales y las células madre que tienen otros receptores de NOD2 se pueden tratar con agonistas de
NOD2 para inducir un incremento extraordinario en el nivel de produccion de PGE;, para obtener efectos
inmunosupresores o antiinflamatorios.

Ademas, se usé MDP como agonista de NOD2 en los presentes ejemplos. Sin embargo, como se muestra en los
siguientes ejemplos, las células madre en las que los receptores de NOD2 estan inhibidos no tienen actividad
inmunorreguladora y, por tanto, sera evidente para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior que,
incluso cuando se usan oftros agonistas de NOD2, se pueden lograr los efectos inmunosupresores o
antiinflamatorios de la presente invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales derivadas de sangre de cordén umbilical
humano (a continuacion en el presente documento denominadas hUCB-MSC) y células mononucleares
derivadas de sangre de cordén umbilical humana (a continuaciéon en el presente documento denominadas

hUCB-MNC)

Las muestras de sangre del cordén umbilical (UCB) se obtuvieron de la vena umbilical inmediatamente después del
parto, con el consentimiento por escrito de la madre aprobado por el Hospital Boramae y el Comité de Etica de la
Investigacion de la Universidad Nacional de Seul (CEI n.° 0603/001-002-07C1). Las muestras de UCB se mezclaron
con la solucion Hetasep (StemCell Technologies, Vancouver, Canada) en una proporcion de 5:1 y después se
incubaron a temperatura ambiente para retirar los eritrocitos. Las células mononucleares se recogieron
cuidadosamente afadiendo solucién de Ficoll a la muestra y centrifugando la mezcla a 2500 rpm durante 20
minutos, separandola del sobrenadante. A continuacion, las células sedimentadas se lavaron dos veces con PBS.

Las células mononucleares derivadas de hUCB (hUCB-MNC) se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco, Grand
Island, NY, EE. UU.) complementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %.

Las células madre mesenquimales derivadas de hUCB (hUCB-MSC) se cultivaron a una densidad de
2 x 105~2 x 108 células/cm? en medios D (férmula n.° 78-5470EF, Gibco BRL) que contiene EGM-2 SingleQuot y
FBS al 10 % (Gibco BRL). Después de 3 dias de cultivo, se retiraron las células no adheridas. Se observé que las
células adheridas formaban colonias y crecian rapidamente, mostrando una morfologia con una conformacion en
huso. Las células madre mesenquimales aisladas de cada una de las muestras de UCB se designaron como n.° 618
y n.° 620, respectivamente.

Ejemplo 2: Identificacion de los receptores expresados en hUCB-MSC
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2-1: Identificacion de la expresion de TLR2, TLR4, NOD1 y NOD2 funcionales en hUCB-MSC

Se realizé RT-PCR para determinar si el receptor de tipo foll 2 (TLR2) funcional, el receptor de tipo foll 4 (TLR4), las
proteinas del dominio de oligomerizaciéon de unién a nucledtidos 1 (NOD1) y las proteinas del dominio de
oligomerizacién de unién a nucleétidos 2 (NOD2) se expresan en hUCB-MSC.

Para ser especificos, se extrajo ARN total de hUCB-MSC usando un kit de extraccion de ARN total Easy-spin (Intron
Biotechnology, Seongnam, Corea). El ADNc se prepard a partir de 1 uyg de ARN total usando retrotranscriptasa
Superscript Ill (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) y cebadores oligo (dT) (Invitrogen). Los conjuntos de cebadores
usados son como sigue (F: directos, R: inversos).

TLR2 F (SEQ ID NO. 1): 5-GATGCCTACTGGGTGGAGAA-3'
TLR2 R (SEQ ID NO. 2): 5-CGCAGCTCTCAGATTTACCC-3'
TLR4 F (SEQ ID NO. 3): 5-~ACAGAAGCTGGTGGCTGTG-3'
TLR4 R (SEQ ID NO. 4): 5-TCTTTAAATGCACCTGGTTGG-3'
NOD1 F (SEQ ID NO. 5): 5-CCACTTCACAGCTGGAGACA-3'
NOD1 R (SEQ ID NO. 6): 5-TGAGTGGAAGCAGCATTTTG-3'
NOD2 F (SEQ ID NO. 7): 5-GAATGTTGGGCACCTCAAGT-3'
NOD2 R (SEQ ID NO. 8): 5-CAAGGAGCTTAGCCATGGAG-3'
Rip2 F (SEQ ID NO. 9): 5-CCATTGAGATTTCGCATCCT-3'

Rip2 R (SEQ ID NO. 10): 5-~ATGCGCCACTTTGATAAACC-3'
RPL13A F (SEQ ID NO. 11): 5'-CATCGTGGCTAAACAGGTAC-3'
RPL13A R (SEQ ID NO. 12): 5-GCACGACCTTGAGGGCAGCC-3'

La condicion de PCR se establecid para tener una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min; 30 ciclos de 94 °C
durante 30 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min; una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos
de la PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5 %, se visualizaron, y la imagen del gel se fotografié usando un
sistema de documentacion en gel.

Como se muestra en la FIG. 1a, en un grupo de control positivo que contiene una linea celular de leucemia
monocitica humana, es decir, células THP-1, todos los receptores de interés se expresaron tanto en células THP-1
como en hUCB-MSC. TLR4 se expreso a un nivel mas alto en hUCB-MSC que en células THP-1, mientras que los
niveles de expresion génica de TLR2, NOD1 y NOD2 fueron mayores en las células THP-1. Entretanto, también se
observo la expresion de Rip2 en hUCB-MSC.

2-2: Analisis de la produccion de citocinas en respuesta a la estimulacion por agonistas de los receptores de
interés

Después de confirmar la expresion de los receptores de interés en hUCB-MSC en el ejemplo 2-1, se investigo la
funcionalidad de los receptores monitorizando la produccién de IL-8 después de la estimulacion por agonistas. Para
este experimento, se cultivaron hUCB-MSC a una densidad de 2 x 10*células/pocillo en medio KSFM
complementado con FBS al 2 % en una placa de 96 pocillos. Después de 24 horas de cultivo, las células se trataron
con los siguientes agonistas correspondientes a cada uno de los receptores, es decir, Pam3CSK4 (agonista de
TLR2, Pam3), LPS (agonista de TLR4), Tri-DAP (agonista de NOD1, T-DAP) y MDP (agonista de NOD2). A
continuacion, las muestras se incubaron durante 24 horas adicionales. El sobrenadante de cada cultivo se recogio,
se centrifugd y se filtré a través de un filtro de 0,2 ym. A continuacion, se midieron las concentraciones de IL-8 y
PGE; usando un kit ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.). Se compararon LPS ultrapuro (E. coli 0111:
B4), Pam3CSK4 y Tri-DAP a Invivogen (San Diego, CA, EE. UU.). Se compré MDP [Ac-(6-0-estearoil)-muramil-Ala-
D-Glu-NH2; dipéptido de muramilo] a Bachem (Bubendorf, Suiza). Se compré interferén-y humano recombinante a
Peprotech (Rockyhill, NJ, EE. UU.).

Como se muestra en las FIG. 1b y 1c, la estimulacion por Pam3CSK4 (péptido triacilado; agonista de TLR2), LPS
(lipopolisacarido, agonista de TLR4), Tri-DAP (acido tridiaminopimélico, agonista de NOD1) y MDP (agonista de
NOD2) dio lugar a un incremento de la produccién de IL-8 en hUCB-MSC de una manera dependiente de la dosis.
Estos resultados sugieren que NOD1, NOD2, TLR2 y TLR4 se expresan y responden activamente a la estimulacion
por agonistas en hUCB-MSC.

2-3: Analisis de los efectos de la estimulacion de TLR y NLR por agonistas sobre la proliferacion de hUCB-
MSC (1)
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En base al hallazgo anterior segun el cual un determinado tipo de MSC se ve afectado por la estimulacion por TLR
(Pavsner-Ficher et al., Toll-like receptors and their ligands control mesenchymal stem cell functions, Blood, 109:1422,
2007), el efecto de los agonistas en la proliferaciéon de hUCB-MSC se investigé tratando las células con cada uno de
los agonistas y cultivandolas durante 4 dias.

Mas en particular, se cultivaron células a una densidad de 2 x 103 células/pocillo en medio MSC complementado con
FBS al 2% en una placa de 96 pocillos. Después de 24 horas de cultivo, las células se trataron con Pam3CSK4
(agonista de TLR2), LPS (agonista de TLR4), Tri-DAP (agonista de NOD1) y MDP (agonista de NOD2) a una
concentracion de 10 yg/ml cada una y después se cultivaron durante 4 dias mas. La proliferacion celular se
monitorizé usando el kit de recuento celular 8 (Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, EE. UU.). La
diferencia en los resultados para cada tipo de grupos experimentales se representd por la desviacion estandar
(x DE). Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa MS Excel, y los valores de pruebas de
p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos (a continuacion en el presente documento, el mismo).

Como se muestra en las FIG. 1d y 1e, no se encontré6 que ninguno de los agonistas tuviera un efecto sobre la
proliferaciéon de hUCB-MSC.

2-4: Analisis de los efectos de la estimulacion de TLR y NLR por agonistas sobre la actividad inhibidora de
hUCB-MSC contra la proliferacion de MNC humanas (2)

En el presente experimento, los autores de la invencion investigaron si los agonistas de TLR y NLR potencian la
actividad inhibidora de hUCB-MSC contra la proliferacién de MNC humanas.

En base al estudio que identifico la importancia de una interacciéon directa entre las MSC y los linfocitos en la
inhibicién de la proliferacion de linfocitos por las MSC, los autores de la presente invencion investigaron si MDP tiene
un efecto sobre la capacidad inhibidora de las hUCB-MSC contra la proliferacion de MNC en las condiciones en las
que dos grupos células estan en contacto entre si.

Como se muestra en la FIG. 2, las hUCB-MSC (n.° 618) inhibieron drasticamente la proliferaciéon de MNC humanas
con interaccion directa de célula a célula. Sin embargo, los agonistas de TLR (Pam3CSK4 y LPS) y los agonistas de
NLR (Tri-DAP y MDP) no afectaron a la actividad inhibidora de hUCB-MSC contra la proliferacion de MNC en la
misma condicion (FIG. 2).

Ejemplo 3: Identificacion de la actividad inmunosupresora potenciada de hUCB-MSC por MDP a través de la
via dependiente de NOD2-Rip2 (1)

3-1: Determinacion del efecto del factor secretor generado a partir de hUCB-MSC tratadas con MDP sobre la
proliferacion de MNC

También se sabe que los factores solubles median la inmunosupresion por MSC. Por tanto, los autores de la
presente invencion examinaron si los factores secretores generados por UCB-MSC tienen un efecto sobre la
proliferacion de MNC humanas. Se preparé medio de cultivo (CM) y se cocultivaron hUCB-MSC con el agonista
durante 24 horas. Después del lavado, las células se cultivaron en medio fresco durante 4 dias adicionales. A
continuacion, se prepararon un grupo de control que contenia medio de cultivo (CM) y una muestra de hUCB-MSC
tratadas con agonista (n.° 618), y las MNC se cultivaron en CM que contenia hUCB-MSC durante 3 dias.

Los resultados experimentales demostraron que la proliferacion de MNC estaba ligeramente inhibida en el grupo de
control que contenia medio de cultivo de hUCB-MSC (UCM) (FIG. 3a). Sorprendentemente, cuando las MNC se
cultivaron en UCM tratado previamente con MDP (MDP-UCM), la proliferacién de MNC se inhibié a un nivel mayor,
pero este efecto estuvo ausente cuando se usaron otros agonistas para tratar el UCM (Pam3CSK4, LPS, Tri-DAP)
(FIG. 3a). Los resultados similares se observaron cuando se us6 UCM preparado a partir de otra muestra de hUCB-
MSC (n.° 620) (FIG. 3b). Ademas, la proliferacion de esplenocitos de ratén xenogénicos también se inhibié cuando
se cultivaron en presencia de UCM, y este efecto inhibidor se vio potenciado por la estimulacion con MDP (FIG. 3c).
Estos resultados sugieren que los factores secretores de las hUCB-MSC tratadas con MDP desempefian un papel
importante en la inmunosupresion de MNC.

3-2: Identificacion de la actividad inmunosupresora potenciada de hUCB-MSC mediante tratamiento con MDP

Para determinar si MDP potencia la actividad inmunosupresora de hUCB-MSC, se realiz6 el siguiente experimento.
Se preparé un grupo de control que contenia medio de cultivo (CM) de hUCB-MSC y se recogieron las hUCB-MSC
tratadas con el agonista el 5.° dia de cultivo. A continuacién, se cocultivdo MNC en CM de hUCB-MSC durante 3 dias
mas y, después del cultivo, se controlo el nivel de proliferacion de MNC.

Como se muestra en la FIG. 4A, la proliferacion de MNC se inhibi6 significativamente en el sobrenadante de células
madre mesenquimales que se trataron con el agonista MDP (UCB-MSC n.° 618 + MDP) en comparacion con el
sobrenadante de UCB-MSC no tratado (UCB-MSC n.° 618).
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Por otra parte, la tasa de inhibicion de MNC fue similar entre los sobrenadantes de células madre mesenquimales
que se trataron con otros agonistas (LPS, etc.) (UCB-MSC n.° 618 + Pam3; UCB-MSC n.° 618 + LPS; UCB -MSC n.°
618 + T-DAP) y el sobrenadante de UCB-MSC no tratado (UCB-MSC n.° 618). Es decir, en comparacion con el
grupo de control negativo no tratado, la proliferacion del grupo de MNC solo se inhibid ligeramente cuando se traté
con otro agonista.

Estos resultados sugieren que la proliferacion de MNC esta notablemente inhibida por factores solubles secretados
por las células madre mesenquimales tratadas con MDP.

3-3: Investigacion de la correlacion entre NOD2, Rip2 y MDP en la inhibicion de MNC usando ARNip de NOD2
y Rip2

Adicionalmente, para investigar la correlacién entre NOD2, Rip2 y MDP en la inhibicién de MNC, se realizé el
siguiente experimento usando ARNip de NOD2 y Rip2 y un grupo de control (siCTL). Cuando la densidad celular
alcanzo un 60 %, los ARNip se transfectaron en las células. El siRIPK2 (M-003602-02) que es el ARNip de la serina-
treonina cinasa 2 que interactia con el receptor (RIPK2 o proteina cinasa 2 que interactia con el receptor (Rip2),
que es el adaptador de NOD1 y NOD2 y el tipo de cinasa llamada RICK o CARDIAK (Bertin et al, 1999; Inohara et al,
1999; Ogura et al, 2001b)), siNOD2 (J-011388-07) que es el ARNip de NOD2 y un control no dirigido (siControl n.° 1,
D-001810-01) se compraron a Dharmacon (Chicago, IL, EE. UU.). Se usé DharmaFECT1 (Dharmacon) como
reactivo de transfeccion y el ARNip se transfectd a una concentracion de 100 nmol/l. Aproximadamente 48 horas
después, el medio se reemplazé con el nuevo y las células se trataron con 10 ug/ml de MDP (agonista de NOD2)
durante 24 horas, excepto por un control negativo (solo medio de cultivo de MNC) y un control positivo (medio al que
se afadio sobrenadante de UCB-MSC (UMS) sin agonista).

Es decir, se prepararon un medio donde se cultivd MNC solo (i) y un medio al que se afiadié sobrenadante de UCB-
MSC (UMS) sin agonista (ii) como grupos de control, y se prepararon un medio tratado con MDP y UMS (iii), un
medio tratado con MDP, UMS y ARNip de control (siCTL) (iv), un medio tratado con MDP, UMS y siNOD2 (v), y un
medio tratado con MDP, UMS y siRip2 (vi). Después de esto, se midi6 la proliferacion de MNC por densidad 6ptica
en la longitud de onda de 450 nm.

Como se muestra en la FIG. 4B, la tasa de inhibicion de la proliferacién de MNC fue similar en el medio (iv) y en el
medio (iii), mientras que la tasa de inhibicién de la proliferacion de MNC en los medios (v) y (vi) fue similar a la del
medio (ii). En otras palabras, los ARNip de NOD2 y Rip2 podian contrarrestar el efecto de MDP al potenciar la
inhibicién de la proliferaciéon de MNC, pero el ARNip de control no mostré el efecto anterior. Estos resultados indican
que NOD2 y Rip2 regulan positivamente las respuestas inmunitarias inducidas por MDP. Por lo tanto, se sugiere que
NOD?2 y Rip2 se requieren para la inhibicion de UCB-MNC regulada por MDP.

Ejemplo 4: Identificacion de la actividad inmunosupresora potenciada de hUCB-MSC por MDP a través de la
via dependiente de NOD2-Rip2 (2)

Para verificar los resultados experimentales en el ejemplo 3, la linea de células madre mesenquimales n.° 620
obtenida del ejemplo 1 se us6 para realizar el experimento siguiendo el mismo procedimiento descrito en los
ejemplos 3-2y 3-3.

Como se muestra en la FIG. 5A, en el agonista del sobrenadante de células madre mesenquimales tratadas con
MDP (UCB-MSC n.° 618 + MDP) la proliferacion de MNC se inhibié extraordinariamente en comparacion con el
sobrenadante de UCB-MSC cultivado con otros agonistas de receptores o cultivado sin ningin agonista (UCB-MSC
n.° 620), que son resultados similares a los observados en el ejemplo 3-1. Como se muestra en la FIG. 5B, el efecto
de MDP en la potenciacion de la inhibicion de MNC se contrarrestd por los ARNip de NOD2 y Rip2, pero no por el
ARNip de control, lo que también es similar a los resultados del ejemplo 3-3. Estos resultados indican que MDP
potencia la actividad inhibidora de las células madre mesenquimales contra la proliferacién de MNC por medio de la
via dependiente de NOD2-Rip2.

Conjuntamente con los resultados del ejemplo 3, los resultados anteriores sugieren que las células madre tratadas
con MDP de la presente invencion y el cultivo de las mismas demuestran potentes efectos inmunosupresores y, por
tanto, se pueden usar como una composicién inmunorreguladora para el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias tales como la artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn o trastornos inmunitarios tales como la
dermatitis atépica.

Ejemplo 5: Andlisis de la correlacion entre la producciéon de PGE2 inducida por MDP y la inhibicion de MNC
por UMS (sobrenadante de UCB-MSC; UMS)

5-1: Incremento de la secrecion de PGz desde MSC por estimulacion de MDP

Las hUCB-MSC (2 x 10* células/pocillo) se cultivaron en medio de MSC complementado con FBS al 2 % en una
placa de 96 pocillos. Después de 24 h de cultivo, las células se trataron con 1 uyg/ml de Pam3CSK4 (agonista de
TLR2), 1 uyg/ml de LPS (agonista de TLR4), 10 uyg/ml de Tri-DAP (agonista de NOD1) o 10 pg/ml de MDP (agonista
de NOD2) y se cultivaron durante 24 horas adicionales; a continuacién, se recogié el sobrenadante de cultivo de
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cada muestra. Después de la centrifugacion, los sobrenadantes de cultivo se filtraron a través de un filtro de 0,2 pm.
A continuacion, se midié la concentracion de PGE, usando un kit de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN,
EE. UU.) siguiendo el protocolo del fabricante.

Como se muestra en la FIG. 6a, el tratamiento de hUCB-MSC con el agonista de NOD2, MDP, potencio
significativamente la secrecion de PGE;, en comparacion con las tratadas con los agonistas de otros receptores.

5-2: Analisis de la correlacion entre la expresion de COX-2 y el tratamiento con MDP

Se trataron células con 1 pg/ml de Pam3CSK4 (agonista de TLR2), 1 ug/ml de LPS (agonista de TLR4), 10 ug/ml de
Tri-DAP (agonista de NOD1) o 10 pyg/ml de MDP (agonista de NOD2) y se cultivaron durante 24 horas. A
continuacion, las células recogidas se lisaron usando un tampén Nonidet-P40 al 1 % que contenia ditiotreitol 2 mM y
coctel de proteasas (Roche, EE. UU.). Los lisados celulares se resolvieron por SDS-PAGE al 12 % y se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa. A continuacion, se realizé inmunotincién usando anticuerpos primarios (COX-2,
GAPDH (Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU.)). Después de esto, se realizé6 inmunotincién usando
anticuerpos secundarios y se detectaron proteinas usando un reactivo de quimioluminiscencia potenciada (ECL)
(Intron Biotechnology).

Como se muestra en la FIG. 6b, las hUCB-MSC tratadas con el agonista NOD2, MDP, mostraron una expresion
potenciada de COX-2, en comparacion con las tratadas con los agonistas de otros receptores.

5-3: Analisis de la correlacion entre la expresion de COX-2 y la actividad de NOD2 y Rip2 estimulada por
tratamiento con MDP

Para investigar una correlacion entre la expresion de COX-2 y la funcién de NOD2 y Rip2, en primer lugar se trataron
células con MDP y luego se trataron con siNOD2 y siRip2. A continuacion se examind el nivel de expresién de COX-
2. El nivel de expresion de la proteina se midi6 usando el procedimiento descrito en el ejemplo 5-2, y el
procedimiento para el tratamiento del ARNip fue el mismo que el descrito en el ejemplo 3-3.

Como se muestra en la FIG. 6c, el nivel de expresion de COX-2 se redujo por inhibicion de NOD2 y Rip2. Este
resultado sugiere que la expresion de COX-2 depende de la actividad de NOD2 y Rip2.

5-4: Investigacion de los efectos de NOD2, Rip2 y COX-2 en la expresion de PGE:2

Para determinar el tiempo de sostenimiento de los efectos del tratamiento con MDP, la cantidad de PEG; producida
se monitorizé después de 1 dia de tratamiento de hUCB-MSC con MDP. En este experimento, el MDP se retird
después de 1 dia de cultivo retirando el medio de cultivo y lavando las células con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) 5 veces. A continuacién se midio la cantidad de PEG; producida. Entretanto, se trataron células con
MDP mediante el mismo procedimiento descrito en el ejemplo 5-1, y se midi6 la concentracion de PGE;. También,
para determinar los efectos de NOD2, Rip2 y COX-2 en la expresion de PGE;, las células se trataron con cada uno
del grupo de control del ejemplo 3-3, es decir, ARNip (siCTL), siNOD2, siRip2 y el inhibidor de COX-2 llamado
indometacina (Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.).

Como se muestra en la FIG. 6d, incluso cuando se retir6 el MDP después de 1 dia de tratamiento, el nivel de
produccion de PGE; en las hUCB-MSC estimuladas con MDP fue mayor que en el grupo de control en el 5.° dia de
cultivo. Ademas, la produccion de PGE; potenciada con MDP se inhibié mediante transfeccién con los ARNip de
NOD2 y Rip2 o mediante inhibicion de la COX-2 por adicién de indometacina. Estos resultados indican que NOD2,
Rip2 y COX-2 tienen un papel importante en la produccién de PGE; inducida por MDP en hUCB-MSC.

5-5: Investigacion del papel de la PGE: en la inhibiciéon de MNC por hUCB-MSC

Para investigar el papel de la PGE; en la inhibicién de MNC por hUCB-MSC, se examind la proliferacion de MNC
cuando se tratd con el sobrenadante de MSC, el sobrenadante de MSC tratado con MDP y el sobrenadante de MSC
tratado con MDP e indometacina (inhibidor de la COX-2). El experimento se realizd por el mismo procedimiento
descrito en el ejemplo 3.

Como se muestra en la FIG. 6e, el tratamiento de las células con el medio de cultivo de MSC tratado con MDP
inhibié significativamente la proliferacion de MNC, pero el tratamiento conjunto con indometacina (Indo) mostré una
tasa de proliferaciéon de MNC similar a la del grupo de control negativo. Estos resultados indican que la PGE; tiene
un papel importante en la inhibicion de MNC por hUCB-MSC, lo que es consecuente con el resultado del ejemplo 5-

Estos resultados sugieren que las células madre tratadas con MDP de la presente invencién y el cultivo de las
mismas producen PGE;, que se puede usar como una composicion inmunorreguladora. Como se ha mencionado
anteriormente, puesto que es conocido que la PGE; inhibe la secrecién de citocinas tales como la interleucina-1 beta
y el TNF alfa, las células madre tratadas con MDP de la presente invencion y el cultivo de las mismas también se
pueden usar como una composicién antiinflamatoria.
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5-6: Investigacion del efecto de NOD2 y COX-2 en la producciéon inducida por MDP de la citocina
antiinflamatoria interleucina-10 (IL-10)

Para determinar el nivel de produccion de IL-10, se cultivaron hUCB-MSC (1 x 10° células/pocillo) en medio de MSC
complementado con FBS al 2 % en una placa de 24 pocillos. Aproximadamente 24 horas después, las células se
trataron con siNOD2 o indometacina (Indo), y se cultivaron posteriormente durante 24 horas. A continuacion, las
células se lavaron cinco veces y se afiadié RPMI fresco. Después de 5 dias de cultivo, se obtuvo el sobrenadante de
UCB-MSC (UMS). Se cultivaron MNC (1 x 10%/pocillo) con UMS y ConA (Sigma (St. Louis MO, EE. UU.)). Después
de 3 dias de cultivo, se recogio el sobrenadante celular, se centrifugd y se filtré a través de un filtro de 0,2 ym. A
continuacion, se midio la concentracion de IL-10 usando un kit de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.).

Como se muestra en la FIG. 6f, la produccion de la citocina antiinflamatoria, IL-10, se incremento
extraordinariamente por el tratamiento con MDP. Sin embargo, la produccion de IL-10 se inhibié por inhibicion del
tratamiento con NOD2 o indometacina. Estos resultados sugieren que el tratamiento con MDP incrementa la
produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10 actuando sobre la via NOD2-Rip2, que es la misma via implicada en
la produccion de PGE..

En otras palabras, las células madre tratadas con MDP de la presente invencién producen la citocina antiinflamatoria
IL-10 con un alto rendimiento y, por tanto, las células madre tratadas con MDP o el cultivo de las mismas se pueden
usar como una composicion antiinflamatoria, en particular, para el tratamiento de la artritis o similares.

Ejemplo 6: Andlisis de la correlacion entre la inhibicion de MNC y la produccién de PGE2 y TGF-f inducida
por MDP en hUCB-MSC

6-1: Investigacion del efecto de MDP en la produccion de PGEz y TGF-B1 en MSC y la expresion de COX-2

Factores solubles tales como el factor de crecimiento de hepatocitos, el TGF-f, la indoleamina 2,3 dioxigenasa-1
(IDO-1), el 6xido nitrico (NO) y la prostaglandina E, (PGEz) son potentes candidatos para regular la inmunosupresion
por MSC. Para determinar si los agonistas de TLR y NLR inducen la produccion de factores solubles, incluyendo NO,
PGE, y TGF-B1, en hUCB-MSC, las células se cultivaron con Pam3CSK4, LPS, Tri-DAP y MDP durante 24 horas, y
se recogieron los sobrenadantes de cultivo. La secrecion de los factores solubles se monitorizdé mediante el
procedimiento descrito en los ejemplos 5-1y 5-2.

Los resultados demuestran que el tratamiento Unico con TLR y agonistas NOD no indujo la produccion de NO en
hUCB-MSC, aunque LPS indujo la produccion de NO en macrofagos (FIG. 7a). De forma interesante, la produccion
de PGE; y TGF-B1 se potencié solo por la adicion de MDP en hUCB-MSC pero no por otros agonistas (FIG. 7b y
7c). Ademas, la expresion de COX-2, la enzima que produce PGE;, se incrementé en hUCB-MSC después de 24
horas de tratamiento con MDP (FIG. 7d).

6-2: Investigacion del efecto de PGEz y TGF-$ en la proliferacion de MNC

Para investigar el efecto de PGE, sobre la proliferacién de células mononucleares (MNC), se cultivaron hMNC vy
esplenocitos de ratén con diversas concentraciones de PGE,. El experimento se realizé por el mismo procedimiento
descrito en el ejemplo 5-5.

Los resultados mostraron que la proliferacion de hMNC y esplenocitos de raton se inhibié extraordinariamente
cuando se cultivaron con PGE; a una concentracion de 10 ng/ml o mas alta (FIG. 7e y 7f).

Después, los autores de la presente invencién examinaron si la inhibicion de hMNC por UCM pretratado con MDP se
atribuye a PGE, y TGF-B1. El experimento se realizd por el mismo procedimiento descrito en el ejemplo 5-5.

Los resultados mostraron que el efecto inhibidor de MDP-UCM sobre la proliferacion de hMNC se contrarrestd
mediante un inhibidor de la COX, indometacina (FIG. 7g). Ademas, cuando se trata conjuntamente con el anticuerpo
neutralizante contra TGF-f1, MDP-UCM no inhibié la proliferacion de hMNC (FIG. 7h). Estos resultados sugieren
que MDP induce la produccion de PGE, y TGF-f1 en hUCB-MSC, que media la actividad inmunosupresora de
hUCB-MSC.

Ejemplo 7: Analisis de la correlacion entre la expresion de COX-2 inducida por MDP y la producciéon de PGE>
y TGF-B1 en hUCB-MSC y la actividad de NOD2 y Rip2

NOD2 y Rip2 son los factores importantes en las respuestas inmunitarias inducidas por MDP. Por lo tanto, los
autores de la presente invencion examinaron si NOD2 y Rip2 se requieren en la expresion de COX-2 inducida por
MDP vy la produccion de PGE, y TGF-B1 en hUCB-MSC. El experimento se realizé por el mismo procedimiento
descrito en el ejemplo 5-4.

Los resultados demostraron que los ARNip inhiben extraordinariamente expresion génica y proteica tanto de NOD2
como de Rip2 en hUCB-MSC (FIG. 8). La regulacion por disminucién de NOD2 y Rip2 por el ARNip inhibi6é ain mas
la expresion de COX-2 inducida por MDP en hUCB-MSC (FIG. 9a). El tratamiento con ARNip de NOD2 y Rip2 redujo
las producciones de PGE, y TGF-$1 en MDP-UCM, en comparacion con el ARNip de control (FIG. 9b y 9c).
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Ademas, el experimento con MLR mostré que la regulacion por disminucion de NOD2 y Rip2 restauraba el efecto
inhibidor incrementado de MDP-UCM contra la proliferacion de hMNC (FIG. 9d). Estos resultados sugieren que MDP
induce el incremento de la produccién de PGE,; y TGF-f1 en hUCB-MSC por medio de la via NOD2-Rip2, lo que
indica una potenciacion de la capacidad inmunosupresora de UCM-MSC.

Ejemplo 8: Analisis del efecto de MDP-UCM en la produccion de IL-10 y la poblacién de linfocitos T
requladores en hMNC

8-1: Investigacion del efecto de MDP-UCM en la produccion de IL-10 en hMNC

Es conocido que la PGE: producida en células estromales de médula ésea desempefa un papel importante en la
produccion de IL-10 por los macréfagos del huésped (Nemeth, K., A. et al., Bone marrow stromal cells attenuate
sepsis via prostaglandin E(2)-dependent reprogramming of host macrophages to increase their interleukin-10
production. Nat Med 15:42-49, 2009). MDP induce la producciéon de PGE, en hUCB-MSC vy, por tanto, los autores de
la presente invencién examinaron si la produccion de IL-10 en hMNC se incrementa en presencia de MDP-UCM. El
experimento se realizé por el mismo procedimiento descrito en el ejemplo 5-6.

Los resultados demostraron que UCB-MSC solas no produjeron IL-10, independientemente de la estimulacion con
MDP (datos no mostrados). Aunque las hMNC solas no produjeron IL-10, la produccion de IL-10 se regul6é por
incremento en presencia de UCM (FIG. 10a). Ademas, la produccion de IL-10 por hMNC se incrementdé mas en
presencia de MDP-UCM que en presencia de UCM no tratado (FIG. 10a). Sin embargo, el incremento de la
producciéon de IL-10 en hMNC por MDP-UCM se invirti6 mediante un tratamiento Unico con indometacina o
anticuerpo neutralizante contra el TGF-31, y el efecto anterior se aceleré tratando la célula con una combinacion de
indometacina y anticuerpo neutralizante contra el TGF-1 (FIG. 10a). Cuando la actividad de NOD2 se inhibio por el
ARNip en hUCB-MSC, la produccion de IL-10 en hMNC no se incremento siquiera en presencia de MDP-UCM, en
comparacion con el UCM no tratado (FIG. 10a).

8-2: Investigacion del efecto de MDP-UCM en la poblacion de linfocitos T en hMNC

Después, los autores de la presente invencion investigaron el efecto de UCM en la diferenciaciéon de hMNC en
linfocitos T reguladores (Treg). Para esto, se cultivaron hMNC con UCM durante 5 dias, y se determiné la
coexpresion de CD4, CD25 y Foxp3 en hMNC por citometria de flujo.

Los resultados demostraron que la poblacion de Treg en hMNC se incrementé en un 50 % o mas en presencia de
UCM, y el incremento en la poblacion de Treg fue mayor en hMNC cultivadas con MDP-UCM que en los cultivados
con UCM no tratado (FIG. 10b). De forma similar, el incremento en la poblacion de Treg por MDP-UCM se revirtid
mediante el tratamiento con indometacina y anticuerpo neutralizante contra TGF-B1 o mediante la inhibicién de
NOD2 con ARNip (FIG. 10b). Estos resultados indican que la produccién de PGE; y TGF-B1 inducida por MDP en
UCM es importante en la produccién de IL-10 por hMNC y la diferenciacion de hMNC en Treg.

Ejemplo 9: Determinacion de la expresion de NOD2 en otros tipos de células madre.

Para determinar si las respuestas inmunitarias e inflamatorias se pueden regular por la interaccion entre el receptor
NOD?2 y el agonista para otros tipos de células madre mediante la adicion del agonista de la proteina 2 del dominio
de oligomerizacién de unidén a nucledtidos (NOD2), se examinaron las expresiones de NOD2 en células madre
derivadas de tejido adiposo (AD-MSC) y las células madre epiteliales amnidticas (AEC) usando una linea celular de
leucemia monocitica humana, es decir, THP-1, como grupo de control positivo. Se realizé RT-PCR en las mismas
condiciones descritas en el ejemplo 2. Se obtuvieron células madre epiteliales amnidticas humanas después del
parto, con el consentimiento informado por escrito del paciente aprobado por el Hospital Guro (el CEl de la
Universidad Nacional de Seul (CEI n.° 0611/001-002), y se aislaron células madre epiteliales amnidticas de tejido del
amnios. Las células madre derivadas de tejido adiposo se obtuvieron, con el consentimiento informado por escrito
del paciente aprobado por el Hospital Boramae (SNU CEI n.° 0600/001-001), y las células madre derivadas de tejido
adiposo se aislaron y se cultivaron.

Como se muestra en la FIG. 11, la expresion de NOD2 fue mayor en las células madre derivadas de tejido adiposo y
en las células madre epiteliales amniéticas que en el control positivo, es decir, las células THP-1. En otras palabras,
se observé expresion del receptor NOD2 en otros tipos de células madre, asi como en células madre
mesenquimales, lo que sugiere que también se pueden usar ofros tipos de células madre para regular las
respuestas inmunitarias e inflamatorias por medio de la interaccion receptor NOD2-agonista.

Ejemplo 10: Investigacion de los efectos terapéuticos de las células madre que expresan NOD2 usando un
modelo animal de colitis

10-1: Investigacion de los efectos terapéuticos de las células madre que expresan NOD2 usando un modelo
animal de colitis

Los autores de la presente invencidon examinaron si el tratamiento con hUCB-MSC es eficaz para el tratamiento del
ratén con colitis y si la estimulacion con MDP favorece efectos protectores de hUCB-MSC en la colitis inducida por
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DSS. Para la administraciéon de hUCB-MSC, se cultivaron células en presencia o ausencia de MDP durante 24 horas
y, a continuacién, se lavaron con PBS para retirar el MDP. Para ser especificos, para investigar los efectos
terapéuticos de las células madre tratadas con MDP en modelos animales de colitis, se indujo colitis en ratones
(Central Lab. Animal Inc., C57BL/6N) por tratamiento con DSS al 3 % (dextrano sulfato sddico). Después de 2 dias
de tratamiento, se inyectaron intraperitonealmente hUCB-MSC tratadas con MDP, hUCB-MSC no tratadas y hUCB-
MSC con inhibicion por NOD2 mediante tratamiento con ARNip. En este momento, se administré6 DSS al 3 % en
agua potable durante 7 dias.

Los resultados demostraron que la inyeccion intraperitoneal de hUCB-MSC no tratadas alivié la reduccion de peso
corporal y también mejord la tasa de supervivencia del ratéon con colitis inducida por DSS, en comparacién con el
raton tratado con PBS o fibroblastos (FIG. 12a y 12b). Ademas, la inyeccion de hUCB-MSC estimuladas por MDP
(MDP-MSC) dio lugar a la recuperacion del peso corporal en un 90 % del grupo de control que estaba libre de colitis,
y ninguno de los ratones murié a causa de la colitis (FIG. 12a y 12Bb). El indice de actividad de la enfermedad se
redujo ligeramente por la inyeccion de hUCB-MSC, pero difirid significativamente del indice del grupo tratado con
PBS o fibroblastos. Por otra parte, la inyeccion de MDP-MSC redujo significativamente el indice de actividad de la
enfermedad (FIG. 12c). Cuando NOD2 se regul6 por disminucion por ARNip, las MDP-MSC no aliviaron la reduccion
de peso corporal, ni incrementaron la tasa de supervivencia y el indice de actividad de la enfermedad.

Los ratones se sacrificaron el dia 14 para medirles la longitud del colon, y se realizé un analisis histopatoldgico. Los
resultados del examen macroscopico mostraron que la reduccioén de la longitud del colon por la inflamacion se alivio
ligeramente con el tratamiento con hUCB-MSC, que se potencié mediante la adicion de MDP (FIG. 12d y 12e). Los
resultados del estudio histopatoldgico mostraron que se observaron erosiones mucosas en el colon, lesiones graves
de edema e infiltraciéon de células inflamatorias en la lamina propia y la capa submucosa en ratones tratados con
DSS (FIG. 12f). Las erosiones mucosas de la capa submucosa y el edema confinado a una parte del colon se
observaron en ratones tratados con hUCB-MSC (FIG. 12f). Sin embargo, los dafios patoldgicos en el colon se
trataron completamente y las puntuaciones histopatoldgicas se redujeron extraordinariamente con el tratamiento con
MDP-MSC (FIG. 12f y 12g). Como se esperaba, la inyeccion de hUCB-MSC tratadas con siNOD2 no alivio la
intensidad patoldgica ni redujo las puntuaciones histopatoldgicas en la colitis inducida por DSS (FIG. 12f y 129).
Estos resultados sugieren que el MDP potencia el efecto protector de hUCB-MSC en la colitis, lo que indica un papel
critico de NOD2.

10-2: Investigacion del efecto de MDP en la produccion de citocinas inflamatorias y poblaciones de linfocitos
T en el modelo animal de colitis

Ademas, los autores de la presente invencion investigaron el efecto de MDP en la regulacion de la produccion de
citocinas inflamatorias inducida por hUCB-MSC en ratones con colitis.

Los resultados mostraron que las hUCB-MSC redujeron las producciones de IL-6 e IFN-y e incrementaron la
produccion de IL-10 en el colon de ratén tratado con DSS (FIG. 13a). Ademas, MDP-MSC bloque0 casi por completo
las producciones de IL-6 e IFN-y y favoreci6 la produccién de IL-10 en el colon de ratén tratado con DSS, pero este
efecto fue contrarrestado por la regulacién por disminucién de NOD2 (FIG. 13a).

Para determinar si las hUCB-MSC tienen un efecto sobre las poblaciones de Treg en el colon de ratén, se monitorizd
la infiltracién de células Foxp3 + en el colon con un microscopio de fluorescencia.

Los resultados demostraron que la localizacion de las células Fox3p + en el colon fue mayor en los ratones con
colitis tratados con hUCB-MSC que en los ratones con colitis tratados con PBS (FIG. 13b). Ademas, la localizacién
de las células Fox3p + en el colon se incrementd ain mas mediante el tratamiento con MDP-MSC, lo que se
contrarresté mediante la inhibicion de NOD2 en hUCB-MSC (FIG. 13b). La expresion de Foxp3 en el colon se
cuantificé por inmunoelectrotransferencia. La expresion de la proteina Foxp3 fue mayor en ratones tratados con
hUCB-MSC que en ratones con colitis tratados con PBS (FIG. 13c y 13d). De forma similar, el nivel de Foxp3 en el
colon se incrementé aun mas por el tratamiento con MDP-MSC, los que también se contrarresté mediante la
reduccion de NOD2 (FIG. 13c y 13d).

10-3: Analisis de infiltracion de células inflamatorias en un modelo animal de colitis

Finalmente, los autores de la presente invencidon examinaron la infiltracion de células inflamatorias en el colon de
raton. Se monitorizo la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) para determinar la infiltracion neutrofilica.

Los resultados demostraron que las hUCB-MSC inhibian la actividad de la MPO vy la infiltracion de células CD4+ y
CD11b+ en el colon de ratones tratados con DSS (FIG. 13e). Del mismo modo, las MDP-MSC inhibian la actividad
de la MPO y la infiltracion de células CD4+ y CD11b+ en mayor medida, lo que se contrarresté mediante la inhibicion
de NOD2 por ARNip (FIG. 13e).

Estos resultados respaldan que las hUCB-MSC inducen antiinflamaciéon al tiempo que inhiben una respuesta
proinflamatoria, lo que se puede potenciar mediante el tratamiento con MDP de una manera dependiente de NOD2.
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Ademas, estos resultados sugieren que las células madre tratadas con MDP de la presente invencion o el cultivo de
las mismas se pueden usar en la practica para el tratamiento de la inflamacién en modelos animales que tienen
colitis.

Ejemplo 11: Investigacion del efecto terapéutico de hUCB-MSC tratadas con MDP_en un modelo animal
inducido por dermatitis atopica

11-1: Induccion de dermatitis atopica y tratamiento con inyeccion de hUCB-MSC

Un dia antes de realizar el presente experimento, se rasurd el pelo del lomo de un raton hembra NC/Nga de 8
semanas de edad, y el resto del pelo en la piel del lomo se eliminé por completo aplicando una crema de depilacion.
A continuacion, al dia siguiente, se aplicaron 150 pl de solucion acuosa de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 4 % a la
piel rasurada para eliminar la grasa de la piel. La piel se secé completamente durante aproximadamente 3 a 4 horas
y a continuacién se aplicd uniformemente 100 mg de extracto de Dermatophagoides farina (Df) en el lomo y las
orejas. La aplicacion de extracto de Df se realizd dos veces por semana durante 3 semanas durante un total de 6
veces (la aplicacion de una solucién acuosa de SDS es esencial para cada aplicacion de extracto de Df) para inducir
la dermatitis atdpica. A continuacion, se suspendieron 2 x 108 hUCB-MSC preparadas en el ejemplo 1 en 200 ul de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), y se inyectaron por via intravenosa o subcutanea al raton NC/Nga una
vez a la semana durante 3 semanas durante la aplicacion de Df y 1 semana después de la induccion de dermatitis
atopica, es decir, un total de 4 veces durante 4 semanas. Las hUCB-MSC tratadas con MDP se prepararon
cultivando hUCB-MSC en un medio complementado con 10 pl/ml de MDP durante 24 horas y, a continuacion,
lavando las células con PBS 5 veces antes de la inyeccion.

11-2: Investigacion del efecto terapéutico de hUCB-MSC tratadas con MDP mediante examen macroscoépico
de la lesion

Para investigar el efecto terapéutico de las hUCB-MSC tratadas con MDP en la dermatitis atépica, se realizd una
autopsia después de 24 horas de la 4.2 inyeccion de hUCB-MSC, y se evaluo la intensidad de la lesion mediante
examen macroscopico. El examen macroscopico se realizd de acuerdo con sequedad, excoriacion, eritema y edema
dando una puntuacién de 0 a 3, y la puntuacion total se usé para la evaluacion.

Como se muestra en la FIG. 14, la inyeccion intravenosa de hUCB-MSC en el grupo inducido por dermatitis atopica
indujo un ligero alivio de las lesiones, no teniendo una gran diferencia con el grupo inducido de dermatitis atdpica no
tratado. Por el contrario, se observo un alivio significativo de las lesiones en los grupos que recibieron una inyeccion
intravenosa o subcutanea de hUCB-MSC tratadas con MDP.

Estos resultados sugieren que las células madre tratadas con MDP de la presente invencion o el cultivo de las
mismas se pueden usar para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias como la dermatitis atdpica.

11-3: Investigacion del efecto terapéutico de hUCB-MSC tratadas con MDP mediante analisis de IgE sérica

Para investigar el efecto terapéutico de las hUCB-MSC tratadas con MDP en la dermatitis atépica, se realizd una
autopsia después de 24 horas de la 4.2 inyeccion de hUCB-MSC, y se midi6 el nivel de IgE en el suero recogido de
la autopsia usando un conjunto para raton Opt EIA (BD Bioscience, Mississauga, Canada).

Como se muestra en la FIG. 15, se observé una inhibicion significativa de la IgE en los grupos que recibieron
inyecciones intravenosas de hUCB-MSC o hUCB-MSC tratadas con MDP, mientras que se observd una tasa de
inhibicién mas alta en el grupo que recibié una inyeccion intravenosa de hUCB-MSC tratadas con MDP. Sin
embargo, la inyeccién subcutanea de hUCB-MSC tratadas con MDP no indujo una gran diferencia con respecto al
grupo inducido de dermatitis atépica.

11-4: Investigacion del efecto terapéutico de hUCB-MSC tratadas con MDP mediante analisis de IgG1 sérica

Para investigar el efecto terapéutico de las hUCB-MSC tratadas con MDP en la dermatitis atépica, se realizd una
autopsia después de 24 horas de la 4.2 inyeccion de hUCB-MSC, y el nivel de IgG1, que es un indice representativo
de una respuesta inmunitaria de Th2 de dermatitis atopica se midié en el suero recogido de la autopsia usando un kit
de ELISA (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, EE. UU.).

Como se muestra en la FIG. 16, se observd una inhibicion significativa de IgG1 en todos los grupos tratados con
hUCB-MSC.

11-5: Investigacion del efecto terapéutico de hUCB-MSC tratadas con MDP mediante examen histopatolégico
de tejido cutaneo

Para investigar el efecto terapéutico de las hUCB-MSC tratadas con MDP en la dermatitis atépica, se realizd una
autopsia después de 24 horas de la 4.2 inyeccion de hUCB-MSC, y los tejidos cutaneos se recogieron y se fijaron
con una solucion de formol neutra al 10 %. A continuacion, se procesaron los cortes de tejido, se fijaron en parafina
y se cortaron en secciones de 3 a 4 um. A continuacion, se realizé la tincion con hematoxilina y eosina (H+E) para el
estudio histopatologico.
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Como se muestra en la FIG. 17, se observo hiperplasia epidérmica e infiltracion excesiva de células inflamatorias en
el grupo inducido de dermatitis atopica. Se observaron reducciones en el espesor epidérmico e infiltracion de células
inflamatorias en la inyeccion intravenosa de hUCB-MSC, y en la inyeccion intravenosa o subcutanea de hUCB-MSC
tratadas con MDP. La mayor tasa de alivio de las lesiones se observé en la inyeccidon subcutanea de hUCB-MSC
tratadas con MDP, la inyeccion intravenosa de hUCB-MSC tratadas con MDP vy la inyeccion intravenosa de hUCB-
MSC en ese orden.

11-6: Investigacion del efecto terapéutico de hUCB-MSC tratadas con MDP mediante examen histopatolégico
de tejido cutaneo

Para investigar el efecto terapéutico de las hUCB-MSC tratadas con MDP en la dermatitis atépica, se realizd una
autopsia después de 24 horas de la 4.2 inyeccion de hUCB-MSC, y los tejidos cutaneos se recogieron y se fijaron
con una solucion de formol neutra al 10 %. A continuacion, se procesaron los cortes de tejido, se fijaron en parafina
y se cortaron en secciones de 3-4 um. A continuacion, se realizd una tincién con azul de toluidina para examinar la
desgranulacién de los mastocitos, que es uno de los principales sintomas de la dermatitis atopica.

Como se muestra en la FIG. 18, se observé una gran cantidad de mastocitos desgranulados en el grupo inducido de
dermatitis atdpica y se observé una reduccion de la desgranulacion de los mastocitos en todos los otros grupos.

Estos resultados sugieren que las células madre tratadas con MDP de la presente invencion o el cultivo de las
mismas se pueden usar en la practica para el tratamiento de trastornos inmunitarios en modelos animales tales
como la dermatitis atopica.

A menos que se especifique de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el mismo significado que entienden comunmente los expertos en la técnica, a los que pertenece la
presente invencion. La nomenclatura usada en el presente documento también se conoce bien y se usa
comunmente en la técnica.

<110> KANG STEM HOLDINGS CO., LTD

<120> Composicion farmacéutica que comprende células madre tratadas con agonistas de NOD2 o cultivo
de las mismas para la prevencion y tratamiento de enfermedades inmunitarias y enfermedades
inflamatorias

<130> OPA11006PCT

<150> KR10-2010-0081640
<151>2010-08-23

<160> 12
<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo TLR2

<400> 1
gatgcctact gggtggagaa 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso TLR2

<400> 2
cgcagctctc agatttaccc 20

<210> 3
<211>19
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo TLR4

<400> 3
acagaagctg gtggctgtg 19

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso TLR4

<400> 4
tctttaaatg cacctggttg g 21

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo NOD1

<400> 5
ccacttcaca gctggagaca 20

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso NOD1

<400> 6
tgagtggaag cagcattttg 20

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo NOD2

<400> 7
gaatgttggg cacctcaagt 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso NOD2

<400> 8
caaggagctt agccatggag 20

<210>9
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo Rip2

<400>9
ccattgagat ttcgcatcct 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso Rip2

<400> 10
atgcgccact ttgataaacc 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo RPL13A

<400> 11
catcgtggct aaacaggtac 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso RPL13A

<400> 12
gcacgacctt gagggcagcc 20
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para su uso en la prevencién o tratamiento de enfermedades inmunitarias o
enfermedades inflamatorias, que comprende células madre que se generan cultivando células madre que expresan
la proteina 2 del dominio de oligomerizacion de unién a nucledtidos (NOD2) con un agonista de NOD2 o un cultivo
de las mismas.

2. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que las células madre son
células madre adultas humanas, células madre pluripotentes humanas, células madre pluripotentes inducidas,
células madre embrionarias animales o células madre adultas animales.

3. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que las células madre adultas
son células madre mesenquimales, células estromales mesenquimales derivadas de tejido humano, células madre
mesenquimales derivadas de tejido humano, células madre pluripotentes o células epiteliales amniéticas, en la que
las células madre adultas son opcionalmente células madre mesenquimales seleccionadas del grupo que consiste
en células madre mesenquimales derivadas de cordén umbilical, células madre mesenquimales derivadas de sangre
de cordén umbilical, células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea, células madre mesenquimales
derivadas de tejido adiposo, células madre mesenquimales derivadas de musculo, células madre mesenquimales
derivadas de nervios, células madre mesenquimales derivadas de la piel, células madre mesenquimales derivadas
de amnios y células madre mesenquimales derivadas de placenta.

4. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que las enfermedades se
seleccionan del grupo que consiste en enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplante, artritis, enfermedad
de injerto contra huésped, infeccion bacteriana, sepsis e inflamacion.

5. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que las enfermedades
autoinmunitarias se seleccionan del grupo que consiste en enfermedad de Crohn, eritema, dermatitis atépica, artritis
reumatoide, tiroiditis de Hashimoto, anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes de tipo 1, lupus, sindrome
de fatiga croénica, fibromialgia, hipotiroidismo e hipertiroidismo, esclerodermia, enfermedad de Behcet, enfermedad
inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, miastenia grave, sindrome de Méniére, sindrome de Guillain-Barré,
sindrome de Sjogren, vitiligo, endometriosis, psoriasis, vitiligo, esclerodermia sistémica, asma y colitis ulcerosa.

6. Un procedimiento para preparar PGE2 o TGF-B1, que comprende la etapa de cultivar células madre que expresan
la proteina 2 del dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD2) en un medio de cultivo que comprende
un agonista de NOD2, en el que la prostaglandina E2 (PGE2) o el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-
B1) se secreta de las células madre durante el cultivo.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el agonista de NOD2 es dipéptido de muramilo
(MDP).

8. Un injerto para su uso en la prevencion o tratamiento de enfermedades inmunitarias o enfermedades inflamatorias
que comprende células madre que se generan cultivando células madre que expresan la proteina 2 del dominio de
oligomerizacion de unién a nucledtidos (NOD2) con un agonista de NOD2 o un cultivo de las mismas.

9. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el agonista de NOD2 es
dipéptido de muramilo (MDP).
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[FIG. 1c]
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[FIG. le]
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[FIG. 3a]
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[FIG. 6Db]
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[FIG. 7b]
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[FIG. 7d]

() T-DAP MDP

(4 T-DAP MDP

36



ES 2727030 T3

[FIG. Te]
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[FIG. 9c]
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[FIG. 9d]
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[FIG. 12a]
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[FIG. 12e]
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[FIG. 13b]
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[FIG. 14]
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[FIG. 16]
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