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DESCRIPCION
Método para el cultivo de células madre mesenquimatosas
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un método para el cultivo de células madre mesenquimatosas con eficacia.
Antecedentes de la invencion

La expresion "célula madre" es un nombre genérico para un tipo indiferenciado de célula del cuerpo que se encuentra
en tejidos de embriones, fetos y adultos, que tiene el potencial de diferenciarse en una amplia gama de tipos de células
especializadas. Las células madre se caracterizan por la autorrenovacion, la capacidad de pasar por numerosos ciclos
de division celular (mientras mantienen un estado indiferenciado) y potencia, la capacidad para diferenciarse en tipos
de células especializadas en respuesta a ciertos estimulos (ambiente) e incluso por la plasticidad, la capacidad de
cruzar barreras de linaje y de adoptar el perfil de expresion y los fenotipos funcionales de células que son Unicas de
otros tejidos.

Las células madre pueden clasificarse segun varios criterios. La potencia permite la clasificacion de las células madre
en: células madre pluripotentes, células madre multipotentes y células madre unipotentes. Las células madre
pluripotentes tienen pluripotencia para diferenciarse en cualquier tipo de células. Las células madre embrionarias y las
células madre pluripotentes inducidas (iPS), que recientemente han recibido una atencién especial por parte de los
cientificos, son representativas de células madre pluripotentes. Las células madre de adulto muestran multipotencia o
unipotencia. Entre ellas estan las células madre hematopoyéticas, las células madre mesenquimatosas, las células
madre neuronales, etc.

A pesar de varios intentos para utilizar la pluripotencia de células madre embrionarias en terapias celulares, todavia
se mantienen la elevada probabilidad de oncogénesis y de respuesta de rechazo inmunolégico y constituyen
obstaculos dificiles de superar.

Recientemente se han sugerido las células madre pluripotentes inducidas (células iPS) como solucion a estos
problemas. Las células iPS son un tipo de célula madre pluripotente derivada artificialmente de una célula somatica
adulta diferenciada por reprogramacion. Las células iPS pueden evitar la cuestién de la respuesta de rechazo
inmunolégico porque derivan enteramente del paciente, sin embargo, el riesgo de oncogénesis con células iPS es
todavia un problema a resolver.

Como alternativa, se estan promocionando las células madre mesenquimatosas porque presentan efectos
inmunomoduladores y no presentan riesgo de oncogénesis. Las células madre mesenquimatosas son células madre
multipotentes que pueden diferenciarse en una variedad de tipos celulares, incluyendo adipocitos, osteoblastos,
condrocitos, mioblastos, neuroblastos, miocardioblastos, hepatocitos, células beta de islote, células vasculares, etc. y
se sabe que tienen la funcién de modular respuestas inmunitarias.

Las células madre mesenquimatosas pueden aislarse de varios tejidos tales como la médula ésea, sangre de cordon
umbilical, tejido adiposo, etc., pero no estan suficientemente definidas porque los marcadores de superficie son algo
diferentes uno de otro segun el origen del cual deriven las células madre mesenquimatosas. En su conjunto, si se
pueden diferenciar en osteoblastos, condrocitos y mioblastos, tienen una morfologia en forma de huso y expresan los
marcadores de superficie CD73(+), CD105(+), CD34(-) y CD45(-), las células madre se definen como células madre
mesenquimatosas. En este contexto, las células madre mesenquimatosas de diferentes origenes genéticos y/o
antecedentes basicamente no difieren unas de otras en términos de su definicion, es decir, la de una célula madre
mesenquimatosa, pero son tipicamente diferentes unas de otras en términos de actividad in vivo. Adicionalmente,
cuando las células madre mesenquimatosas se utilizan como células exdgenas terapéuticas, un conjunto limitado de
células madre mesenquimatosas no permite muchas posibilidades u opciones disponibles, incluso a pesar de la baja
actividad in vivo.

Ademas, el numero minimo necesario de células madre mesenquimatosas para que sean utilizadas como un agente
terapéutico celular en medicina regenerativa y/o terapia celular es de aproximadamente 1 x 10° células. En la practica,
el numero minimo se incrementa adicionalmente si se tienen en cuenta los experimentos para establecer condiciones
adecuadas y determinar criterios. El suministro de células madre mesenquimatosas en tales cantidades de varios
origenes requiere de al menos diez pases in vitro. En este caso, sin embargo, las células envejecen y se deforman de
manera que pueden ser inadecuadas para el uso como agentes terapéuticos celulares.

Por tanto, se requiere un método de cultivo efectivo para la producciéon en masa de células madre mesenquimatosas.
Se describen métodos para el cultivo de células madre mesenquimatosas en la publicaciéon de patente abierta coreana

n.° 2003-0069115 y en la bibliografia [Pittinger MF et al. Science, 284: 143-7, 1999; Lazarus HM et al. Bone Marrow
Transplant, 16: 557-64, 1995; y Kern et al., Stem Cells, 24: 1294-1301, 2006], pero se encontraron dificultades para
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garantizar el nimero de células disponibles para producciéon en masa. Ademas, estos métodos sufren la desventaja
de un numero decreciente de células madre mesenquimatosas en la capacidad de proliferacién cada pase. Por
ejemplo, las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical no pueden proliferar, pero
envejecen rapidamente después de 9~10 pases y este fendmeno ocurre después de 5~6 pases en células madre
mesenquimatosas de médula ésea o derivadas de lipidos. Por tanto, se necesita un nuevo método por el que el numero
de células madre mesenquimatosas pueda incrementarse en la suficiente magnitud para aplicaciéon industrial con
mayor simplicidad y beneficio econdmico comparado con métodos convencionales.

El documento WO2010/150094 desvela el cultivo de células madre mesenquimatosas en condiciones de hipoxia.

Xu et al., Mol. Biol. Rep. (2012) 39: 7271-7279, desvelan que la exposicién al calcio aumenta la proliferacion células
madre mesenquimatosas derivadas de médula dsea.

Sumario de la invencién

Uno de los objetivos de la presente invencion es, por tanto, proporcionar un método para el cultivo de células madre
mesenquimatosas con eficacia.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para el cultivo de células madre
mesenquimatosas, que comprende el cultivo de células madre mesenquimatosas en un medio que contiene calcio en
una concentracion de 3,3 a 3,8 mM y magnesio en una concentracion de 1,0 a 3,0 mM en una condicion de hipoxia
con una concentracion de oxigeno del 2 al 5 %.

El método de cultivo de la presente invencién puede aumentar la poblacion de células madre mesenquimatosas incluso
en un numero de pases pequefio mejorando las células madre mesenquimatosas en capacidad proliferativa y
viabilidad. Ademas, las células madre mesenquimatosas preparadas mediante el método de cultivo de la presente
invencion se emplean eficazmente no solo como un agente terapéutico celular seguro debido a su falta de
inmunogenicidad, sino también como una medicina regenerativa de cartilago debido a su excelente secreciéon de
citocinas.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figs. 1A y 1B son graficos que muestran el recuento celular, en veces, con respecto al recuento de células
sembradas 7 dias (arriba) y los recuentos celulares acumulados hasta 21 dias (abajo) después de cultivar células
madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn umbilical de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2)
en a-MEM con un intervalo de concentracion de calcio de 1,8 a 9,3 mM. En los graficos superiores, P1 a P3
representan el niumero de pases.

Las Figs. 2A y 2B son graficos que muestran recuentos celulares después de cultivar células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2) durante
7 dias en presencia de una concentracion total de calcio de 1,8 a 3,6 mM (arriba) y durante 6 dias en presencia de
una concentracion total de calcio de 1,8 mM a 4,4 mM (abajo).

Las Figs. 3A y 3B son graficos que muestran tiempos de duplicacién cuando se cultivaron células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1y n.° 2) en varias
condiciones de oxigeno (normal, 3 % y 5 %) (arriba) y recuentos celulares acumulados hasta 21 dias después de
cultivar células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical en las condiciones de oxigeno
(abajo). En los graficos superiores, P1 a P3 representan el nimero de pases. La Fig. 4 muestra tiempos de
duplicacion (arriba) y recuentos celulares acumulados (abajo) después del cultivo de células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical (MSC n.° 1) en una condicion tipica (control), en una
condicién de incremento de calcio (Ca?*), en una condicion de hipoxia y en una condicion de CMH. En cada gréfico,
P5 a P12 representan niumeros de pases y la condicién de CMH representa una combinacion de la condicién de
adicion de calcio y magnesio y la condicién de hipoxia. La Fig. 5 muestra la viabilidad celular (grafico superior) y
las tasas de recuperacion (grafico inferior) 1 y 2 dias después del cultivo de células madre mesenquimatosas
derivadas de sangre de cordén umbilical en una condicién tipica (control), en una condicién de adicion de calcio
(Ca?*), en una condicién de hipoxia y en una condicion de CMH.

Las Figs. 6A y 6B muestran tiempos de duplicacién (arriba) y recuentos celulares acumulados (abajo) después del
cultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical (MSC n.° 1 a n.° 4) en una
condicion tipica (control) y en una condicion de CMH. En cada grafico, P1 a P9 representan el nimero de pases.
La Fig. 7 muestra los niveles de expresion de ARNm de los marcadores de pluripotencialidad Oct4 y nanog y el
marcador de senescencia P16 después del cultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de
cordén umbilical de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2) en una condicidn tipica (control), en una condicién
de adicion de calcio (Ca?*), en una condicion de hipoxia y en una condicién de CMH.

La Fig. 8 muestra fotografias de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical tefiidas
con SA-B-gal después de pases en una condicidn tipica (control) y en una condicién de CMH (arriba) y un grafico
en el que la actividad B-gal esta representada segun condiciones de cultivo después del cultivo de células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical en una condicion tipica (control), en una condicion de
adicion de calcio (Ca?*), en una condicion de hipoxia y en una condicion de CMH (abajo).
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La Fig. 9 muestra fotografias de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de dos
fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2) después de que a las células cultivadas en una condicion tipica (control) y
en una condicion de CMH se las indujera a diferenciarse en cartilago y hueso.

La Fig. 10 muestra graficos que ilustran si dos células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon
umbilical (MSC n.° 1 y n.° 2) cultivadas en una condicidn tipica (control) y en una condicion de CMH estimulan
células de respuesta (A), en los que A, B y H representan células de respuesta, células estimuladoras y PHA,
respectivamente.

La Fig. 11 muestra graficos de los niveles de PGE: (prostaglandina E:) liberados de células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical (MSC n.° 1 y n.° 2) cultivadas en las condiciones de la
Fig. 10.

La Fig. 12 es un grafico que muestra los niveles de Tsp-2 liberados de cuatro células madre mesenquimatosas
derivadas de sangre de cordén umbilical diferentes (MSC n.° 1 a n.° 4) cultivadas 24 h en una condicion tipica
(control) y en una condicion de CMH.

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con una realizacién preferida, la presente invencién proporciona un método para el cultivo de células
madre mesenquimatosas, que comprende el cultivo de células madre mesenquimatosas en un medio que contiene
calcio en una concentracién de 3,3 a 3,8 mM y magnesio en una concentracion de 1,0 a 3,0 mM en una condicion de
hipoxia de oxigeno del 2 al 5 %.

El método de cultivo de la presente invencion puede aplicarse a células madre mesenquimatosas de varios origenes.
Entre los ejemplos de células madre mesenquimatosas utiles en la presente invencion se incluyen las derivadas de
sangre de cordon umbilical, médula dsea, lipido, musculo, piel, fluido amniético, corddn umbilical o dientes, pero no
se limitan a los mismos. En una realizacion preferida de la presente invencion, el método de cultivo de la presente
invencion se aplica a células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical.

Ademas, las células madre mesenquimatosas a las que puede aplicarse el método de cultivo de la presente invencion
pueden proceder de varios sujetos. Por ejemplo, las células madre mesenquimatosas utiles en la presente invencion
pueden obtenerse de mamiferos incluyendo seres humanos, pero no se limitan a los mismos. En una realizacion
preferida de la presente invencion, se utilizan células madre mesenquimatosas de origen humano.

El método de cultivo de la presente invencién se caracteriza fundamentalmente por el uso de un medio de cultivo que
contiene calcio en una concentracion de 3,3 a 3,8 mM y magnesio en una concentraciéon de 1,0 a 3,0 mM. El medio
de cultivo puede prepararse a partir de un medio de cultivo tipico para células madre mediante el ajuste de las
concentraciones de calcio y magnesio. Entre los ejemplos del tipico medio de cultivo se incluyen el medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM), medio esencial minimo (MEM), a-MEM, medio 5A de McCoy, medio basal de Eagle,
medio CMRL (Connaught Medical Research Laboratory), medio esencial minimo Glasgow, medio F-12 de Ham, IMDM
(medio Iscove modificado de Dulbecco), medio L-15 de Leibovitz, medio 1640 de RPMI (Roswell Park Memorial
Institute), medio 199 y medio Hanks 199, pero no se limitan a los mismos.

Opcionalmente, el medio de cultivo puede contener o no suero. Ademas, puede utilizarse un sustituto de suero, en
lugar de suero, en el medio de cultivo.

En una realizacién de la presente invencion, el medio de cultivo contiene del 5 al 30 % de suero bovino fetal (FBS).
En otra realizacion, el medio de cultivo contiene un sustituto de suero. Ademas de un producto disponible
comercialmente, pueden utilizarse varios factores de crecimiento en un suero humano o en un lisado de plaquetas
humanas, incluyendo PDGF, TGF, IGF y citocinas de una familia de tales proteinas, como sustituto de suero.

En el método de cultivo de la presente invencion, el calcio actia promocionando la proliferacion de células madre
mesenquimatosas, con la supresion de inmunogenicidad y la estimulacidon de secrecidn de citocinas. En este sentido,
el calcio puede utilizarse en una concentracién de 3,3 a 3,8 mM en el medio, preferentemente en una concentracién
de aproximadamente 3,6 mM. Por ejemplo, cuando se adopta a-MEM como medio de cultivo, el calcio puede ahadirse
en una concentracion de 1,5 a 2,0 mM y, preferentemente, en una concentracion de aproximadamente 1,8 mM porque
el medio ya contiene 1,8 mM de calcio. De manera analoga, la concentracion de calcio a afadir para conseguir la
concentracion deseada necesaria para implementar el método de cultivo de la presente invencion puede calcularse
facilmente considerando la concentracién de calcio de un medio en si mismo, tomado de entre los medios tipicos.

En el medio de cultivo de la presente invencion, se utiliza magnesio para prevenir la precipitacion de calcio. El
magnesio puede emplearse en una concentracion de aproximadamente 1,0 a 3,0 mM en el medio y preferentemente
en una concentracion de aproximadamente 1,8 mM. Por ejemplo, cuando el magnesio esta presente en una
concentracion de menos de 1,0 mM en el medio de cultivo, el calcio tiende a precipitar. Por otro lado, una concentraciéon
de magnesio mayor de 3,0 mM en el medio de cultivo es probable que bloquee la formacion de la matriz extracelular
(ECM), interfiera con la adherencia de las células al fondo de la placa de cultivo, haciéndolas asi susceptibles de
esfuerzo cortante y que incremente la mineralizacion intracelular. Por ejemplo, cuando se adopta a-MEM como medio
de cultivo, el magnesio puede afadirse en una concentraciéon de 0,2 a 2,2 mM vy, preferentemente, en una
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concentracion de 1,0 mM porque el medio ya contiene una concentracion 0,8 mM de magnesio. De manera analoga,
la concentracién de magnesio a afadir para conseguir la concentracion deseada necesaria para implementar el
método de cultivo de la presente invencion puede calcularse faciimente considerando la concentracion de magnesio
de un medio en si mismo, tomado de entre los medios tipicos.

Por tanto, el medio de cultivo segun una realizacién preferida de la presente invencion puede basarse en a-MEM
suplementado con 5 a 30 % de suero bovino fetal (FBS), de 1,5 a 2,0 mM de calcio y de 0,2 a 2,2 mM de magnesio,
sumando asi el calcio y el magnesio un total de 3,3 a 3,8 mM y de 1,0 a 3,0 mM, respectivamente.

Asimismo, otra caracteristica del método de cultivo de la presente invencion es una condicién de cultivo de hipoxia
para células madre mesenquimatosas. Comparado con una condicién norméxica, la condicién de hipoxia promueve
la proliferacion de células madre mesenquimatosas, con la supresion de inmunogenicidad y la estimulacién de
secrecion de citocinas. En este contexto, la condicion de hipoxia es una atmésfera con un contenido de oxigeno del 2
al 5 %. Un problema con una concentracién de oxigeno por debajo del 2 % o por encima del 5 % constituye un
descenso importante en la proliferacion de células madre mesenquimatosas. En una realizacién preferida de la
presente invencion, las células madre mesenquimatosas se cultivan en una atmdsfera de aproximadamente el 3 % de
oxigeno. La condicion de hipoxia puede alcanzarse ajustando la concentracién de oxigeno de una incubadora de
células. Por ejemplo, una incubadora puede purgarse con nitrégeno (100 %) o nitrégeno/didxido de carbono (95 %/5
%) para ajustar la atmoésfera normoxica a una atmdsfera hipdxica. La concentracion de oxigeno en una incubadora se
puede monitorizar mediante un sensor de oxigeno instalado en la incubadora.

Excepto por las condiciones mencionadas anteriormente de la presente invencion, las células madre
mesenquimatosas pueden cultivarse de una manera convencional. Por ejemplo, las células madre mesenquimatosas
pueden cultivarse en un biorreactor tridimensional o centrifugadora o un recipiente de cultivo adherente tipico.

Cuando la caracteristica primaria para la concentracion de calcio y magnesio se combina con la caracteristica
secundaria de la condiciéon de hipoxia, se puede obtener un efecto sinérgico. Es decir, una combinaciéon de la
concentracion de calcio y magnesio y la condicion de hipoxia permite a las células madre mesenquimatosas proliferar
de manera mas eficiente, con una mayor mejora en la supresion de inmunogenicidad y la estimulacién de secrecién
de citocinas, comparado con las condiciones individuales. Por ejemplo, en condiciones combinadas, las células madre
mesenquimatosas proliferan de 1,5 a 5 veces mas, con un descenso de 1 a 3 veces en inmunogenicidad y un
incremento de 1,5 a 3 veces en la secrecion de citocinas, comparado con las condiciones individuales. A la condicion
combinada para el método de cultivo de la presente invencion se le denomina "condicion de CMH" (calcio + magnesio
+ condicién de hipoxia).

El método de cultivo de la presente invencidn puede aplicarse a pases de células madre mesenquimatosas. En otras
palabras, las células madre mesenquimatosas cultivadas utilizando el método de cultivo de la presente invencion
pueden subcultivarse de la misma forma. Permitiendo a las células madre mesenquimatosas proliferar de manera mas
eficiente, el método de cultivo de la presente invencion tiene la ventaja de producir un niumero mayor de células madre
mesenquimatosas incluso realizando menos pases. Por ejemplo, tras 5 pases en los que se inoculd y cultivo el mismo
numero de células con una duracién uniforme en cada pase, se encontré que el método de cultivo de la presente
invencioén producia células madre mesenquimatosas en un nimero de 100 a 1.000 veces mayor que el de los métodos
tradicionales.

Ademas, las células madre mesenquimatosas desarrolladas mediante el método de cultivo de la presente invencion
no solo no son inmunogénicas de manera que no causan respuesta inmunitaria, sino que también pueden ser utilizadas
eficazmente como agente terapéutico celular o agente regenerador de cartilago en seres humanos.

Las células madre mesenquimatosas, preparadas empleando el método de cultivo, se han mejorado en capacidad
proliferativa, viabilidad, tasa de recuperaciéon y propiedad inmunolégica. La mejora en la propiedad inmunoldgica
incluye la no inmunogenicidad, la liberacién de un inmunosupresor (por ejemplo, PGE2) para suprimir inmunidad y la
mayor liberacién de citocinas utiles (por ejemplo, Tsp-2).

Un agente terapéutico celular puede comprender células madre mesenquimatosas. Tal agente terapéutico celular
puede encontrar aplicacion en la regeneracion o proteccion de adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos, neuronas,
cardiomiocitos, hepatocitos, células beta de islote, células vasculares o neumocitos. Ademas, tal agente terapéutico
celular puede ser util para alguno elegido del grupo que consiste en el tratamiento de enfermedades pulmonares; la
supresion o tratamiento de inflamacién inducida por enfermedad pulmonar; la regeneracion de tejidos pulmonares; y
la supresion de fibrosis pulmonar. En particular, puede utilizarse para suprimir o mejorar la inflamacién inducida por
enfermedad pulmonar y la fibrosis. Adicionalmente, tal agente terapéutico celular puede aplicarse a la terapia de
enfermedades cardiovasculares o a la regeneracion de cartilago. Ademas, tal agente terapéutico celular puede reducir
respuestas inmunitarias, penetracion de células inmunitarias o inmunogenicidad; mejorar funciones
inmunomoduladoras; y suprimir reacciones inflamatorias. También, tal agente terapéutico celular puede aplicarse a
terapia de enfermedades autoinmunitarias o enfermedades de injerto contra huésped.

Se proporcionan los siguientes ejemplos para ilustrar realizaciones preferidas de la presente invencién, que no
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pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

Para su uso en la presente invencién, se obtuvieron células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon
umbilical de Medipost Co. Ltd., Corea. Las células pueden prepararse recogiendo sangre de cordén umbilical, aislando
células madre mesenquimatosas de sangre de cordén umbilical y cultivando las células madre mesenquimatosas,
como se ilustra mas adelante.

La sangre de corddn umbilical puede recogerse de la vena umbilical que se expulsa fuera del Utero mientras la placenta
permanece dentro del Utero tras un parto vaginal espontaneo normal o una vez que la placenta se ha expulsado del
utero tras una cesarea.

Después del nacimiento de un recién nacido, la vena umbilical que se expulsa del Utero y por la que el recién nacido
esta conectado a la placenta debe tratarse asépticamente antes de recoger la sangre de cordén umbilical de la misma.

La sangre de cordon umbilical se retira de la vena umbilical en una bolsa que contiene un anticoagulante a través de
una jeringuilla.

Se desvelan métodos para el aislamiento de células madre mesenquimatosas de sangre umbilical y cultivo de células
en la patente coreana n.° 10-0494265 y en muchos informes (Pittinger MF, Mackay AM, et al., Science, 284: 143-7,
1999; Lazarus HM, Haynesworth SE, et al., Bone Marrow Transplant, 16: 557-64, 1995). A continuacion, se describe
brevemente uno de ellos.

Se separan monocitos mediante centrifugacion de la sangre de corddn umbilical recogida y se lavan varias veces para
eliminar las impurezas de la misma. Después, se siembran los monocitos a una densidad adecuada en un recipiente
de cultivo y se dejan crecer con la formacién de una capa simple. Las células madre mesenquimatosas son
morfolégicamente homogéneas y crecen mientas forman colonias que comprenden células en forma de huso, como
se observa con un microscopio de contraste de fases. Después, se cultivan las células con pase tras confluencia hasta
que se obtiene un numero de células necesario.

Ejemplo 1: capacidad proliferativa de las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical
segun la concentracion de calcio

Para examinar la capacidad proliferativa de las mismas segun la concentracién de calcio, se cultivaron células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical en presencia de varias concentraciones de calcio.

Las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical (MSC n.° 1 y MSC n.° 2) que se habian
recogido después del parto con el consentimiento informado de diferentes madres y almacenado en estado de
congelacion se descongelaron y cultivaron a 37 °C en a-MEM (Invitrogen, EE.UU.) complementado con 10 % de FBS
en una condicion del 5 % de CO:2 en una incubadora (hipoxia/incubadora de CO2, Thermo Scientific n.° 3131). Cuando
las células crecieron hasta el 80~90 % de confluencia, se las separé en células individuales mediante tratamiento con
tripsina. Al a-MEM (complementado con FBS 10 %; que contiene 1,8 mM de calcio y 0,8 mM de magnesio), se
afadieron varias concentraciones de calcio (0 mM, 1,5 mM, 3 mM, 4,5 mM, 6 mM y 7,5 mM) de manera que las
concentraciones de calcio del medio se ajustaron a: 1,8 mM, 3,3 mM, 4,8 mM, 6,3 mM, 7,8 mM y 9,3 mM. Las células
madre mesenquimatosas se inocularon a una densidad de 5.000 células/cm? en el medio. Para prevenir la precipitacion
inducida de calcio, se afiadié magnesio a una concentracion de 1 mM a cada medio (que contenia una concentracion
total de magnesio de 1,8 mM). Se cultivaron las células en una condicion del 21 % (v/v) de oxigeno (normoxia), con
pases tras el 80-90 % de confluencia. Se las cont6 en cada pase, utilizando un contador de células Cellometer Auto
T4 (Nexelcom, Lawrence, Massachusetts, EE.UU.). Los resultados se proporcionan en las Figs. 1A'y 1B. Las Figs. 1A
y 1B son graficos que muestran el recuento celular, en veces, con respecto al recuento de células sembradas 7 dias
(arriba) y los recuentos celulares acumulados hasta 21 dias (abajo) después de cultivar células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2) en a-MEM
al que se le habia afiadido calcio adicionalmente en diversas concentraciones de 0 a 7,5 mM.

Como puede verse en las Figs. 1A y 1B, la capacidad proliferativa de las células fue maxima cuando se afadié
adicionalmente calcio en una concentracién de 1,5 mM (una concentracion total de calcio de 3,3 mM), lo que también
fue observado con el mismo patréon durante los pases. Tras la adicion de calcio 3 mM o a una concentracion mayor
(una concentracion total de 4,8 mM o mas elevada en el medio), la capacidad proliferativa fue decreciendo
gradualmente.

Para determinar una concentracién de calcio 6ptima, el calcio se afiadié en concentraciones fraccionadas adicionales
hasta un maximo de 3 mM. Los resultados se muestran en las Figs. 2A y 2B. Las Figs. 2A y 2B son graficos que
muestran recuentos celulares después de que las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon
umbilical derivadas de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2) se cultivaran 7 dias en presencia de una concentracion
de calcio de 1,8 mM, 2,1 mM, 2,4 mM, 2,7 mM, 3,0 mM, 3,3 mM y 3,6 mM (arriba) y durante 6 dias en presencia de
una concentracion total de calcio de 1,8 mM, 3,4 mM, 3,6 mM, 3,8 mM, 4,0 mM, 4,2 mM y 4,4 mM (abajo).
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Como se puede ver en los graficos, la capacidad proliferativa aumenté durante un intervalo de concentracion de calcio
afadido de 0 a 1,8 mM (concentraciones totales de 1,8 a 3,6 mM en el medio) y entonces comenzd a decrecer cuando
la concentracion de calcio afiadido excedié de 1,8 mM (una concentracion total de calcio en el medio de 3,6 mM). A
partir de estos resultados, se entiende que la concentracion 6ptima de calcio para permitir la maxima proliferaciéon de
células madre mesenquimatosas es 3,6 mM en un medio. Por tanto, es ventajoso, en términos de capacidad
proliferativa, que las células madre mesenquimatosas se cultiven en un medio tipico con un contenido de calcio
preferentemente en una concentracion de 2,1 a 4,3 mM y, mas preferentemente, en una concentracion de 3,3 a 3,8
mM.

Ejemplo 2: capacidad proliferativa de las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical
segun la concentracion de oxigeno

Para examinar la capacidad proliferativa de las mismas segun la concentracion de oxigeno, se cultivaron células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical en presencia de varias concentraciones de oxigeno.

De manera especifica, se cultivaron células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordéon umbilical de la
misma forma que en el Ejemplo 1 en una condicion del 3 % o 5 % de oxigeno o en una condicion normoxica (nivel de
oxigeno en aire del 21 %), con la excepcion de que no se afiadieron adicionalmente ni calcio ni magnesio al a-MEM
complementado con FBS 10 %. Los resultados se proporcionan en las Figs. 3A y 3B. Las Figs. 3A y 3B son graficos
que muestran los tiempos que les llevo a las células duplicarse en numero cuando se cultivaron células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical de dos fuentes diferentes (MSC n.° 1 y n.° 2) en varias
condiciones de oxigeno (normal, 3 % y 5 %) después de 1, 2 y 3 rondas de pases (arriba) y recuentos celulares
acumulados hasta 21 dias después de cultivar células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn
umbilical en las condiciones de oxigeno (abajo).

Como se puede ver en estos graficos, la capacidad proliferativa se midié con valores mas elevados en condiciones
hipoxicas que en condiciones normoxicas, aunque hubo diferencias entre lotes. En particular, la capacidad proliferativa
fue maxima a un nivel de oxigeno del 3 %, lo que se observé también con el mismo patrén para las células que habian
sido cultivadas con muchas rondas de pases. Ademas, se examiné la capacidad proliferativa de las células para
condiciones fraccionadas de oxigeno adicionales hasta un maximo del 5 %. Se prefirié un nivel de oxigeno del 2 al 5
% (datos no mostrados).

Ejemplo 3: capacidad proliferativa de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical segun
la combinacion de condiciones de calcio (que incluye magnesio) y oxigeno

Se examino la capacidad proliferativa de las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn umbilical
segun combinaciones de condiciones de concentracién de calcio (que incluye magnesio) y oxigeno. Se cultivaron
células en una condicion tipica (control), en presencia de calcio afiadido externamente (que incluye magnesio), en una
condicion de hipoxia y en una condicion de presencia de calcio afiadido externamente (que incluye magnesio)/hipoxia
(en adelante referida como "CMH"). En este sentido, el medio contenia calcio y magnesio en concentraciones totales
de 3,6 y 1,8 M, respectivamente (1,8 mM de calcio y 1 mM de magnesio afadidos adicionalmente). La condicién de
hipoxia se establecié en un nivel de oxigeno del 3 %. Las células se cultivaron de manera similar a la del Ejemplo 1.
Después de 5 pases (P5) en una condicion tipica, se cultivaron las células madre mesenquimatosas con 7 rondas de
pases (P12) en la condicion de CMH a intervalos regulares de 7 dias entre pases.

Los resultados se proporcionan en la Fig. 4. La Fig. 4 muestra tiempos de duplicacion (dias) de las células (arriba) y
recuentos celulares acumulados (abajo) después de pases en las condiciones.

Como se entiende a partir de los datos de la Fig. 4, la capacidad proliferativa de las células se incrementé de forma
significativa cuando se cultivaron en la condicion de CMH, comparado con una condiciéon de hipoxia o una condicién
de adicién de calcio. Este efecto se observd con el mismo patron durante muchas rondas de pases. En experimentos
con varios lotes de células se mostraron resultados similares aunque hubo diferencias hasta cierto grado. Por tanto,
estos resultados muestran que la condicion de CMH de la presente invencion es muy efectiva para hacer proliferar
células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical.

Ejemplo 4: viabilidad y tasa de recuperacion de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon
umbilical segun la condicion de cultivo

Se examino el efecto de la condicion de CMH de la presente invencion sobre la viabilidad y la tasa de recuperacion
de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical. Para ello, se cultivaron células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical (MSC n.° 1) en una condicién tipica (control), en una
condicion de hipoxia (3 %), en una condicion de incremento de calcio (1,8 mM; un nivel total de calcio de 3,6 mM en
un medio) y en una condicion de CMH (3 % de Oz + calcio afadido 1,8 mM + magnesio afiadido 1 mM), se separaron
de los recipientes de cultivo y se lavaron tres veces y se suspendieron en un medio fundamental (a-MEM). Mientras
se mantenian a temperatura ambiente, se examinaron las suspensiones celulares en cuanto a viabilidad y tasa de
recuperacion con el tiempo. La viabilidad celular se expresé como el porcentaje de células vivas que murieron después
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de que las células recogidas y suspendidas en un medio fundamental se tifieran con azul de tripan y se conté el total
de células incluyendo las células vivas tefiidas de azul en un volumen predeterminado (10~20 pL) de la suspension
utilizando un hemocitometro. La tasa de recuperacién se expresé como un porcentaje del recuento de células vivas
postcultivo respecto al precultivo.

Los resultados se proporcionan en la Fig. 5. La Fig. 5 muestra la viabilidad celular (grafico superior) y las tasas de
recuperacion (grafico inferior) uno y dos dias después del cultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordon umbilical en las condiciones.

Como se puede observar en la Fig. 5, se observd que todas las células exhibian mayor viabilidad y tasa de
recuperacion cuando se cultivaron en condicion de hipoxia o en una condicién de incremento de calcio respecto a una
condicion tipica e incluso mayor viabilidad y tasa de recuperacion cuando se cultivaron en la condicién de CMH. Se
obtuvieron los mismos resultados con células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical
derivadas de fuentes diferentes aunque hubo una diferencia entre ellas hasta cierto grado. Estos datos, considerados
en su conjunto, indican que la condicién de CMH es ventajosa respecto a una condicion tipica o las condiciones
individuales, al incrementar la viabilidad de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical
para recuperar mayores numeros de células.

Se cultivaron células madre mesenquimatosas (MSC n.° 1 a n.° 4) con pase en una condicion tipica y en la condicion
de CMH y se examiné la capacidad proliferativa. Los resultados se proporcionan en las Figs. 6A y 6B que muestran
tiempos de duplicacién (arriba) y recuentos celulares acumulados (abajo).

Como se puede ver en los graficos, la condicion de CMH redujo de manera significativa el tiempo de duplicacion, un
indice para la proliferacion celular, durante muchas rondas de pases, comparado con el control. Ademas, como se
aprecia a partir de los datos de las curvas de crecimiento acumulado, se obtuvo un nimero mucho mayor de células
madre mesenquimatosas, incluso aunque derivaran de la misma fuente, en la condicién de CMH. Se obtuvieron los
mismos resultados de experimentos con diferentes células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén
umbilical aunque hubo una diferencia entre ellos hasta cierto grado. Estos datos indican que la condicion de CMH
induce a las células madre mesenquimatosas a proliferar con mayor eficacia. En particular, incluso se produjo un
numero mayor de células madre mesenquimatosas cuando se aplico la condicion de CMH a un pase inicial de células
madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical.

Ejemplo 5: ensayo de pluripotencialidad y senescencia de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de
corddén umbilical segun la condicién de cultivo

Para examinar por qué la condicion de CMH mejora la proliferacion de células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordon umbilical, se ensayaron su pluripotencialidad y senescencia, que estan asociadas con la proliferaciéon
de células madre.

Para ello, se cultivaron células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical en una condicién
tipica y en la condicion de CMH, como en el Ejemplo 3. Se separaron las células con tripsina cuando alcanzaron el
80~90 % de confluencia. Tras eliminar el medio por centrifugacion, se lavaron las células con PBS y se recuperaron
mediante centrifugacion. Este procedimiento se repitié dos veces hasta retirar completamente el medio de las células.
Posteriormente, se aislé el ARN mediante un kit de aislamiento de ARN (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante.
El ARN se transcribid inversamente en ADNc en presencia de la transcriptasa inversa SuperScript™|ll (Invitrogen). Se
llevdé a cabo una PCR en tiempo real sobre el ADNc utilizando cebadores especificos para los marcadores de
pluripotencialidad Oct4 y nanog, el marcador de senescencia P16 y GAPDH. La PCR se inicié con desnaturalizacion
a 95 °C durante 10 min y se realiz6 con 30 ciclos de 95 °C durante 10 s, 62 °C durante 30 sy 72 °C durante 10 s en
un instrumento de sistema de PCR a tiempo real LightCycler 480 (Roche).

TABLA 1
Cebadores para PCR-TR
Marcador Secuencia (F: directo, R: inverso)
Octd F; CAATTTGCCAAGCTCCTGA (SEQ ID NO: 1) R;
CGTTTGGCTGAATACCTTCC (SEQ ID NO: 2)
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(continuacion)
Cebadores para PCR-TR

Marcador Secuencia (F: directo, R: inverso)
Nanog F; AGATGCCTCACACGGAGACT (SEQ ID NO: 3)
R; TTTGCGACACTCTTCTCTGC (SEQ ID NO: 4)
P16 F; GTGGACCTGGCTGAGGAG (SEQ ID NO: 5) R;
CTTTCAATCGGGGATGTCTG (SEQ ID NO: 6)
GAPDH F; AGCCACCATCGCTCAGACAC (SEQ ID NO: 7)
R; GCCCAATACGACCAAATCC (SEQ ID NO: 8)

Los niveles de ARN obtenidos mediante la PCR-TR se normalizaron a los de GADPH antes de comparar los niveles
de expresion de ARN para cada marcador en las células cultivadas en la condicion tipica y en la condicion de CMH
(andlisis relativo, método ddCT).

Los resultados se proporcionan en la Fig. 7. La Fig. 7 muestra los niveles de expresién de ARNm de dos células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical (MSC n.° 1 y MSC n.° 2).

Como se puede observar en la Fig. 7, los niveles de expresion de los marcadores de pluripotencialidad Oct4 y nanog
fueron mayores en las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical cultivadas en la
condicion de CMH que en una condicion tipica (control) y que en condiciones individuales. El marcador de senescencia
P16 mostr6 un patron de expresion inverso al del Oct4. Estos resultados indican que la condicion de CMH mantiene
la pluripotencialidad de las células madre mesenquimatosas mientras suprime la senescencia, mejorando asi la
capacidad proliferativa.

Para confirmar la capacidad de la condicién de CMH para suprimir la senescencia de las células madre
mesenquimatosas, se llevaron a cabo los siguientes experimentos. Se cultivaron células madre mesenquimatosas
derivadas de sangre de cordén umbilical en una condicion tipica y en la condicién de CMH como en el Ejemplo 3, con
7-8 pases. Después de la eliminacion del medio, las células se lavaron una vez con PBS y se incubaron a temperatura
ambiente durante 3 - 5 min con 1 mL de una solucién de fijacion 1x (Cell Signaling Technology). La solucién de fijacion
se elimind de las células que después se lavaron dos veces con 2 mL de PBS. Posteriormente, se incubaron las células
de 2 a24 h con 1 mL de una solucion colorante para la B-galactosidasa (Cell Signaling Technology) en una incubadora
a 37 °C. Después de eliminar la solucién colorante, se lavaron las células con 1 mL de PBS y las células tefiidas
senescentes resultantes se contaron en un microscopio invertido ECLIPSE TE2000-U (Nikon Co., Kanagawa, Japon).

Los resultados se proporcionan en la Fig. 8. La Fig. 8 muestra microfotografias de células después de la tinciéon con
SA-B-gal (arriba) y los graficos de actividad de SA-B-gal (abajo). La actividad SA-B-gal se determiné calculando la
proporcion de células tefiidas respecto al total de células contadas en una fotografia magnificada 40-100 veces.

Como se aprecia en la Fig. 8, la progresion de la senescencia en las células madre mesenquimatosas se retrasé mas
en la condicion de CMH que en la condicién de adicién de calcio o la condicidon de hipoxia y mucho mas que en la
condicion tipica.

Tomados en conjunto, los datos obtenidos mas arriba demuestran que la condicién de CMH de la presente invencion
mantiene la pluripotencialidad y suprime la senescencia mas eficientemente de lo que lo hacen las condiciones tipicas
o las condiciones individuales, por lo que las células madre mesenquimatosas pueden proliferar con elevada eficacia.

Ejemplo 6: potencial de diferenciacion y expresion de marcadores de células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordon umbilical segun la condicion de cultivo

Se examino el efecto de la condicion de CMH sobre las propiedades de las células madre mesenquimatosas derivadas
de sangre de cordén umbilical. Con este fin, se ensayé el potencial de diferenciacion y la expresion de marcadores de
las células madre mesenquimatosas mediante induccién condrogénica e induccién osteogénica.

Las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical obtenidas de dos fuentes diferentes
(MSC n.° 1y n. ° 2) se cultivaron en una condicion tipica (control) y en la condicion de CMH, como en el Ejemplo 3,
antes de que se las indujera a diferenciarse en cartilago y hueso, como se expone a continuacion. Después, se evalué
la diferenciacion en cartilago y hueso mediante un método de tincion.

Induccién condrogénica

Para su uso en la induccion condrogénica, las células se colocaron en una poblacién de 2~2,5 x 10° células en una
probeta cénica de 15 mL y se centrifugaron para obtener un sedimento celular. Se lavé con D-PBS y se suspendié en
200-250 pl de un medio de diferenciacion [DMEM de alta concentracion de glucosa (Gibco, cat. n.° 11995), 10 ng/ml
de TGFB-3 (Sigma, cat. n.° T5425, 2 ug), 500 ng/ml de BMP-6 (R&D, cat. n.° 507-BP, 20 ug), 50 pg/ml de acido
ascorbico (Sigma, cat. n.° A8960), 50 mg/ml de (1:100) ITS™+ Premix (BD, cat. n.° 354352), 40 pg/ml de L-prolina
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(Sigma, cat. n.° P5607), 100 pg/ml de acido pirtvico de sodio (Sigma, cat. n.° P8574), dexametasona 100 nM (Sigma,
cat. n.° D2915)] y se hicieron alicuotas de la suspension celular en probetas. Las probetas se centrifugaron a 1.500
rpm durante 5 min, después de lo cual las células se cultivaron durante 4 semanas a 37 °C en una incubadora de COz2,
con las probetas ligeramente abiertas, para inducir la diferenciacion en cartilago. El medio de diferenciacion se
sustituyd por la mitad con uno fresco, dos veces a la semana.

Protocolo de tincién de cartilago

Después de la induccién condrogénica, se centrifugaron las células, se lavaron con PBS y se fijaron a temperatura
ambiente durante 0,5 a 1 h en paraformaldehido al 4%. Posteriormente, se lavaron las células dos o tres veces con
agua destilada y se prepararon en secciones (4~5 pm de grosor) utilizando un método de crioseccion. Las secciones
se sumergieron durante 3-5 min en etanol al 95 % y se lavaron dos veces con agua. Después de tefiirse durante 7 min
con safranina O al 0,1%, las células se lavaron dos veces con etanol al 70 %, una con etanol al 70 %, dos veces con
etanol al 95 %, una con etanol al 95 % y dos veces con etanol al 100 %, se sumergieron durante 3 min en una solucién
de sustrato de xileno y se secaron. Después de eso, las células tefiidas se cubrieron con una soluciéon de montaje
liposoluble y se observaron. La induccidon condrogénica se evalué mediante la comparacion del color (violeta), el
tamano de los sedimentos diferenciados y la estructura de laguna formada.

Induccién osteogénica

Para su uso en induccion osteogénica, las células se sembraron en placas con una densidad de 500 ~ 1000
células/pocillo en placas de 6 pocillos y 2 ~ 4 dias después, se sustituyd el medio con un medio de induccién
osteogénica (2,1604 g de fosfato de [-glicerol, 0,012805 g de acido L-ascorbico-2-fosfato, 0,6 mg de
dexametasona/UVAB, 5 ml de gentamicina (10 mg/ml) y 100 ml de FBS en 1 L de a-MEM). Las células se cultivaron
durante 2 ~ 3 semanas con el medio de diferenciaciéon sustituido con uno fresco cada tres dias. La induccion
condrogénica se evalué mediante un método de tinciéon ALP.

Protocolo de tinciéon de hueso

Las células diferenciadas se lavaron dos veces con PBS y se incubaron durante 30~45 s en una solucién de fijacion
(acetona al 40%). Se lavaron de nuevo dos o tres veces con agua destilada y se incubaron durante 30 min con una
solucion de tincion alcalina (sal de violeta B rapida) en un sitio oscuro. Después, las células se lavaron dos veces con
agua destilada y se trataron con solucion de hematoxilina de Mayer durante 10 - 20 seg. Después de eliminar de la
misma la solucién colorante, se lavaron las células con agua potable, se secaron, se cubrieron con una solucion de
montaje liposoluble y se observaron. Dado que los osteoblastos se tifien de marrén oscuro debido a la activacion de
la fosfatasa alcalina intracelular, la induccion condrogénica se evalué mediante el grado de tincion.

Los resultados se proporcionan en las Figs. 9A y 9B. Como puede verse en las Figs. 9A y 9B, basicamente no hubo
diferencias en la inducciéon condrogénica y en la induccidon osteogénica entre células madre mesenquimatosas
cultivadas en la condicion tipica y en la condiciéon de CMH.

Mientras tanto, se examinaron los inmunofenotipos de los antigenos de la superficie celular de las células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical cultivadas segun el método de la presente invencién. En
este contexto, la expresion de los marcadores de superficie (CD34, CD73, CD45 y CD105) se analizé6 mediante FACS.

Se tripsinizaron células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical cultivadas en una condicion
tipica y en la condicion de CMH y se lavaron tres veces con PBS que contenia FBS al 2 %. Se las dejo reaccionar con
los antigenos asociados a células hematopoyéticas CD34 y CD45, ambos conjugados con FITC (isotiocianato de
fluoresceina), el antigeno asociado a inmunomodulacién CD73 conjugado con PE (ficoeritrina) y el antigeno asociado
a angiogénesis CD105 conjugado con PE. A continuacién, se marcé adicionalmente a las células con un segundo
anticuerpo (IgG-FITC; Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pensilvania, EE.UU.) de un modo similar a la
transferencia de Western, seguido de la deteccion de la sefial del segundo anticuerpo utilizando FACS en proporciones
de las células que expresan los marcadores respecto al total de células. Después de la reaccion, se analizaron las
sefales utilizando un citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San José, California, EE.UU.) y el programa
informatico CEL - LQUEST.

Los resultados se resumen en la Tabla 2, mas adelante.
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TABLA 2
CD34 | CD73 | CD45 | CD105
- + - +
MSC n.° 1 Cg&ﬁ" - . - .
- + _ +
MSC n.° 2 Cgmr_'o' - " - -
- + - +
MSC n.° 3 Cgl'\‘/lt;"" - . - .

Como se entiende a partir de los datos de la Tabla 2, no hubo diferencias significativas en la expresion de las proteinas
de marcadores entre células cultivadas en la condiciéon de CMH y la condicion tipica.

Tomados en conjunto, los datos arriba obtenidos demuestran que la condicion de CMH de la presente invencion no
influye de forma significativa en las propiedades fundamentales de las células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordon umbilical.

Ejemplo 7: comparacion de inmunogenicidad e inmunosupresion de células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordon umbilical segun la condicién de cultivo

Las propiedades inmunoldgicas de las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical
segun las condiciones de cultivo se evaluaron utilizando una reacciéon mixta de linfocitos (MLR) como sigue.

Para un control negativo, las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical cultivadas en
presencia de 10 pyg/ml de mitomicina C (Sigma-Aldrich, San Louis, Misuri, EE.UU.) en una condicion tipica y en la
condicién de CMH se sembraron por separado a una densidad de 2 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos, las
células de respuesta (monocitos sanguineos periféricos (expresados como "A"); ALLCELLS, Emeryville, California) a
una densidad de 1 x 105 células/pocillo y las células estimuladoras (monocitos sanguineos periféricos no relacionados
(expresados como "B"); ALLCELLS, Emeryville, California) a una densidad de 1 x 10° células/pocillo. Como control
positivo (1), se afadieron monocitos sanguineos periféricos tratados con 10 ug/ml de PHA-L (expresados como "H";
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) a una densidad de 1 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos.
Para un control positivo (2), las células de respuesta y las células estimuladoras se afiadieron a una densidad de 1 x
105 células/pocillo. En un grupo de prueba, las células madre mesenquimatosas se incubaron con monocitos
sanguineos periféricos, monocitos sanguineos periféricos estimulados-L-PHA o una combinacién de las células de
respuesta y las células estimuladoras, empleando cada monocito a una densidad de 1 x 10° células, durante 5 dias, y
se observaron al microscopio la proliferacion y la formaciéon de colonias de las células de respuesta. En el dia 5
después de la incubacion, se trataron las células con BrdU (BD Bioscience, San José, California, EE.UU.) de manera
que los niveles de ADN recientemente sintetizado durante las 24 h previas en las células de respuesta se determiné
mediante la medicion de la absorbancia a 370 nm en un lector de microplacas VERSAmax™ (Molecular Devices Co.,
Sunnyvale, California, EE.UU.).

Los resultados se muestran en la Fig. 10. Como se puede observar en la Fig. 10, se indujo la proliferacion en los
monocitos sanguineos periféricos no relacionados estimulados por PHA-L(H) (A+H) si bien las células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical no estimularon a las células de respuesta, no obteniéndose
asi, como resultado, ninguna induccién de proliferacion celular (hUCB-MSC+A). En particular, se observé que las
células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical tenian mayores efectos inhibitorios en la
proliferaciéon de las células de respuesta cuando se cultivaron en la condicion de CMH que cuando se cultivaron en
una condicion tipica. Estos datos indican que las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon
umbilical cultivadas en el CMH suelen ser menos inmunogénicas que las cultivadas en una condicion tipica.

Cuando se aplicaron a la situacion en la que la respuesta inmunitaria se indujo por una reaccioén entre las células de
respuesta (A) y las células estimuladoras (B), es decir, (A+B) o mediante la estimulacion artificial de las células de
respuesta (A) con PHA-L, es decir, (A+H), se observé que las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre
de corddén umbilical cultivadas en la condicion de CMH reprimian la proliferacién de los monocitos sanguineos
periféricos de respuesta en mayor medida de lo que lo hicieron las que se cultivaron en la condicion tipica. Se
obtuvieron resultados similares con células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de
diferentes fuentes aunque hubo una diferencia hasta cierto, pero ligero, grado. Estos datos demuestran que la
condicion de cultivo de CMH es ventajosa sobre condiciones tipicas en términos de supresion de inmunogenicidad.

Después de que se dejaran reaccionar las células madre mesenquimatosas de la misma manera que se describid
anteriormente, se analizo la PGE:2 (prostaglandina Ez), un inmunosupresor, liberada utilizando un kit ELISA PGE2
(Cayman, Ann Arbor, Michigan, EE.UU.) segun el protocolo del fabricante. Los cultivos de la MLR se utilizaron como
especimenes.

Se prepararon los estandares necesarios para el ensayo ELISA para tener una densidad maxima de 1.000 pg/mL, con
una densidad minima de 7,8 pg/mL diluida a la mitad de manera seriada desde el maximo. Se afadieron cada uno de
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los estandares y de los sobrenadantes de cultivo del grupo de prueba en una cantidad de 50 pl a cada pocillo de las
placas revestidas de anticuerpos de captura de PGE>. Después, se afiadieron a cada pocillo 50 ul del localizador AchE
de PGE2 y 50 pl de un anticuerpo primario, seguido de incubacién a 4 °C durante 18 h. Las placas se lavaron cinco
veces con un tampon de lavado y se afiadieron 200 pl del reactivo de Ellman (incluido en el kit), seguido de la adicion
de 5 pl del localizador por pocillo. Las placas se incubaron durante 60 ~ 90 min en condiciones de oscuridad y se ley6
la absorbancia a 450 nm.

Los resultados se proporcionan en la Fig. 11. Como se puede observar en la Fig. 11, se observo que las células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical liberaron PGE2 en una cantidad aproximadamente 3,7
veces mayor cuando se cultivaron en la condicion de CMH que en una condicion tipica. Se obtuvieron resultados
similares con diferentes células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddon umbilical. Estos datos
demuestran que las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical cultivadas en la
condicion CHM fueron mas inmunosupresoras que las cultivadas en una condicion tipica.

Ejemplo 8: ensayo in vitro para la capacidad de las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon
umbilical de liberar citocinas segun la condicion de cultivo

Se ensayaron los efectos de las condiciones de cultivo sobre la capacidad de las células madre mesenquimatosas
derivadas de sangre de cordén umbilical para liberar citocinas midiendo la Tsp-2 liberada durante la diferenciacién de
las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical en condrocitos.

Se cultivaron células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical en una condicion tipica
(control) y en la condiciéon de CMH de la misma forma que en el Ejemplo 3. Cuando alcanzaron el 80~90 % de
confluencia, se las separé mediante tratamiento con ftripsina. Tras la centrifugacion, los sedimentos celulares se
lavaron con DMEM de alta concentracién de glucosa que contenia 40 ug/ml de L-prolina, 0,6 ug/ml de dexametasona,
50 pg/ml de acido ascorbico y 100 pug/ml de piruvato sédico, hasta retirar completamente el FBS de las células. Los
sedimentos de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn umbilical obtenidos de nuevo por
centrifugacion se suspendieron a una densidad de 2,0 x 10° células/400 ul y se depositaron en una alicuota de 400 pl
en probetas cénicas de 15 mL. Después de la centrifugacion a 550 x g durante 5 min, las probetas se cerraron muy
ligeramente. Las probetas de incubaron durante 24 h permaneciendo verticales en una rejilla. Una vez se formé un
sedimento, se recogid el sobrenadante y se analiz6 el nivel de Tsp-2 mediante un kit de ensayo Tsp-2 (R&D systems,
EE.UU.).

Los resultados se proporcionan en la Fig. 12. El Tsp-2 es un factor de recuento para valorar las células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical para emplearlas como un agente regenerador de cartilago.
Se evalud que las células que liberaron mayor nivel de Tsp-2 regeneraban cartilago con mayor eficacia. Como se
entiende a partir de los datos de la Fig. 12, los cuatro tipos diferentes de células madre mesenquimatosas derivadas
de sangre de cordon umbilical liberaron mayores niveles de Tsp-2 en la condicién de CMH que en una condicion tipica.

Tomados en conjunto, los datos obtenidos mas arriba indican que las células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de corddn umbilical cultivadas en la condicion de CMH tienen un potencial de diferenciaciéon en condrocitos
excelente y, por tanto, son Utiles como agente regenerador de cartilago.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el cultivo de células madre mesenquimatosas, que comprende el cultivo de células madre
mesenquimatosas en un medio que contiene calcio en una concentracion de 3,3 a 3,8 mM y magnesio en una
concentracion de 1,0 a 3,0 mM en una condicidn de hipoxia de oxigeno del 2 al 5 %.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que las células madre mesenquimatosas derivan de sangre de corddn
umbilical, médula ésea, lipido, musculo, piel, fluido amniédtico, cordén umbilical o dientes.

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

4. El método de la reivindicacién 3, en el que el medio comprende del 5 al 30 % de suero bovino fetal.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que el medio no comprende el suero fetal bovino, sino un sustituto de suero.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que el medio esta basado en un a-MEM complementado con 5 a 30 % de
suero bovino fetal (FBS), 1,5 a 2,0 mM de calcio y 0,2 a 2,2 mM de magnesio.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que las células madre mesenquimatosas se subcultivan en la misma condicién
que en la reivindicacion 1.
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FIG. 1B
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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FIG. 3A

Tiempo de duplicacién (MSC n.° 1)

2,5 e 8 mn 4”550 o U i e e
z1Normoxia
)
S i
3 02 3%
8202 5%
Curva de crecimiento acumulado (MSC n.° 1)
lomo g e S <o s IR ke e “"wm‘my\‘
" ; ~ir
s -
=]
@
: - NOTMOoXia
o
o 5 02 3%
£ -a-025%
=1
3 -
0,1
o 3 & 9 12 15 18 2
e e s e rimrm e m e DHAG e

20



Numero de células

3,5

Dias

1000 e

ES 2755802 T3

FIG. 3B
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6A
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FIG. 6B
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FIG. 7
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FIG. 9A
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FIG. 9B
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FIG. 10
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FIG. 11

PGE2-MSC n.° 1

¢

1200000 -
1000000 -
* 800000
- 600000 -

PGE2 (pg/ml)

400000 -

200000 -

PGE2-MSC n.° 2

1)

31

m{-) CMH
Wi [+) CMH:

B {-) CMH
# (+) CMH



Tsp-2 (ng/ml)

35

ES 2755802 T3

FIG. 12
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