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DESCRIPCION
Métodos de tratamiento o prevencion de afecciones respiratorias
Campo

La presente descripcion se refiere a células para su uso en el tratamiento o la prevencién de afecciones respiratorias,
por ejemplo, afecciones respiratorias alérgicas mediadas por IgE.

Introduccion

Se reconoce que las afecciones respiratorias abarcan afecciones patolégicas que afectan a los érganos y tejidos
involucrados en el intercambio de gases, e incluyen afecciones del tracto respiratorio superior, traquea, bronquios,
bronquiolos, alvéolos, pleura y cavidad pleural, y los nervios y musculos de la respiracion. Las afecciones respiratorias
crénicas causan aproximadamente el 7 % de todas las muertes en todo el mundo y representan aproximadamente el
4 % de la carga mundial de enfermedad. Solo en los EE. UU., el costo de las afecciones respiratorias crénicas se
estima en alrededor de 154 mil millones de dodlares anuales, incluidos los costos directos e indirectos. Las afecciones
respiratorias se pueden dividir en varias clases, que incluyen:

« condiciones pulmonares inflamatorias, tales como asma, fibrosis quistica, enfisema, trastorno pulmonar obstructivo
crénico o sindrome de dificultad respiratoria aguda, que se caracterizan por niveles elevados de neutréfilos y/o
citocinas inflamatorias en los pulmones de un sujeto;

» afecciones pulmonares obstructivas, tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica y asma, que se
caracterizan por una reduccion en el volumen de las vias respiratorias o impedimento del flujo de gas libre; y

« afecciones pulmonares restrictivas (también conocidas como enfermedades pulmonares intersticiales), como el
sindrome de dificultad respiratoria infantil, que se caracteriza por la pérdida de la distensibilidad pulmonar que causa
expansion pulmonar incompleta y/o aumento de la rigidez pulmonar.

El asma es una afeccion respiratoria créonica comun caracterizada por sintomas variables y recurrentes, obstruccion
reversible de las vias respiratorias, hiperreactividad de las vias respiratorias (por ejemplo, bronquial) y una inflamacion
subyacente. Los sintomas agudos del asma incluyen tos, sibilancias, dificultad para respirar y despertar nocturno.
Estos sintomas generalmente surgen del broncoespasmo y requieren y responden a la terapia broncodilatadora. Un
aspecto central de la fisiopatologia del asma es la presencia de inflamaciéon subyacente de las vias respiratorias
mediada por el reclutamiento y la activacion de multiples tipos de células, incluyendo mastocitos, eosindfilos, linfocitos
T, macréfagos, células dendriticas y neutrdfilos. Los mecanismos que influyen en la hiperreactividad de las vias
respiratorias son multiples e incluyen inflamacién, neurorregulacién disfuncional y remodelacion de las vias
respiratorias. La remodelacion de las vias respiratorias implica cambios estructurales que incluyen engrosamiento de
la membrana subbasal, fibrosis subepitelial, hipertrofia e hiperplasia del musculo liso de las vias respiratorias,
proliferacion y dilataciéon de los vasos sanguineos con los consiguientes cambios permanentes en las vias respiratorias
que aumentan la obstruccion del flujo de aire y que no se previene ni es completamente reversible por terapias
actuales.

Las terapias estandar actuales para el asma son una combinaciéon de corticosteroides y agonistas B2 (farmacos
antiinflamatorios y broncodilatadores). Estos farmacos proporcionan un control aceptable de la afeccion para muchos
asmaticos. Sin embargo, se estima que del 5 al 10 % de los pacientes con asma tienen una afeccion sintomatica a
pesar del tratamiento con esta combinacién de corticosteroides y agonistas 32 (Chanez y col., J Allergy Clin Immunol
119:1337-1348 (2007)).

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD, por sus siglas en inglés) es la afeccién pulmonar crénica mas
comun asociada con una morbilidad y mortalidad significativas. En los Estados Unidos, la COPD es la cuarta causa
principal de muerte y representa mas de 30 mil millones de ddlares en costos anuales de atencion médica. Se estima
que 16 millones de adultos se ven afectados por la COPD, y cada afo alrededor de 120.000 estadounidenses mueren
a causa de la enfermedad. La COPD se define como una enfermedad crénica caracterizada por inflamacion de las
vias respiratorias/alveolares/sistémicas, con obstruccion medida del flujo de aire (FEV1/FVC <70 % y FEVi <80 %
predicho) que mejora parcialmente con la terapia broncodilatadora. La liberacion local y sistémica de mediadores
inflamatorios por las células pulmonares conduce a la enfermedad de las vias respiratorias (bronquitis obstructiva
cronica) y, en una minoria de pacientes, a la destruccion del tejido parenquimatoso (enfisema), lo que puede provocar
la limitacion del flujo de aire que caracteriza la COPD. La liberaciéon de estos mediadores inflamatorios por las células
pulmonares también puede exacerbar la inflamacion en otros sistemas de 6rganos, como el observado en afecciones
coronarias, cerebrovasculares y vasculares periféricas.

Las terapias actuales para tratar la COPD incluyen broncodilatadores, especialmente agentes anticolinérgicos, que
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ayudan en cierto grado a disminuir la hiperinflacion, aumentando asi la capacidad inspiratoria y aliviando la disnea.
Aunque los corticosteroides son un tratamiento efectivo para la mayoria de los casos de asma, las células inflamatorias
y los mediadores en la COPD no son sensibles al tratamiento con corticosteroides sistémicos o inhalados, por lo que
el tratamiento con estos agentes es de utilidad limitada en la COPD.

La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF, por sus siglas en inglés) es un trastorno fibrético crénico y progresivo del tracto
respiratorio inferior que generalmente afecta a adultos mayores de 40 afos. Se cree que la IPF se produce como
resultado de una lesion inicial en el pulmén por factores ambientales como el humo del cigarrillo que conduce al
reclutamiento de neutrdéfilos, linfocitos y macréfagos en los alvéolos pulmonares. La liberacion de citocinas
fibrogénicas, como el TGF-f por parte de las células epiteliales alveolares, produce la proliferacion, migracion y fibrosis
de fibroblastos. Estos fibroblastos no solo llenan el espacio respiratorio sino que también secretan colageno y proteinas
de la matriz en respuesta a muchas citocinas que conducen a la remodelacién parenquimatosa (Shimizu y col., Am J
Respir Crit Care Med 163:210-217 (2001)). Esta diferenciacion de fibroblastos es probablemente clave para la
naturaleza crénica de IPF. Estos eventos conducen a tos y a falta de aire progresiva. Los pacientes con IPF han
comprometido la funcién pulmonar y han mostrado voliumenes y capacidades pulmonares restrictivos. Aunque los
corticosteroides, los agentes inmunosupresores, el inhibidor de elastasa de neutrdfilos, el factor de crecimiento de
hepatocitos y el interferon gamma-Ib se han propuesto como agentes de tratamiento para la IPF, no se sabe que otro
tratamiento que no sea el trasplante de pulmén prolongue la supervivencia y la IPF sigue siendo un trastorno mortal
con una tasa media de supervivencia de 3 a 6 afios. Por lo tanto, la primera linea de tratamiento de IPF aun no se ha
establecido.

Otras afecciones respiratorias incluyen, entre otras, hipertension arterial pulmonar (PAH, por sus siglas en inglés),
vasoconstriccion pulmonar, linfangioleiomiomatosis (LAM, por sus siglas en inglés), complejo de esclerosis tuberosa
(TSC, por sus siglas en inglés), sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS, por sus siglas en inglés) y lesion
pulmonar inducida por el ventilador (VILI, por sus siglas en inglés).

Sera evidente para el experto en la materia a partir de la descripcién anterior que las afecciones respiratorias son una
clase de afecciones prevalentes y debilitantes para las que existen opciones limitadas de tratamiento. Por lo tanto, las
nuevas terapias para estas afecciones son deseables.

Resumen

Los presentes inventores han demostrado que usar preparaciones celulares STRO-1* son capaces de reducir las
respuestas alérgicas mediadas por Tu2 (por ejemplo, reducir los niveles de eosindfilos y/o IL-4 y/o niveles de IgE), por
ejemplo, una respuesta alérgica mediada por IgE, asi como la hiperreactividad bronquial de una manera dependiente
de la dosis en un modelo animal aceptado de una afeccion respiratoria humana, como asma, por ejemplo, asma
alérgica. Los inventores descubrieron que podian suprimir (0 ambos) una respuesta alérgica temprana y/o una
respuesta alérgica tardia. Esta dosis de respuesta demuestra que son las preparaciones celulares STRO-1* las que
proporcionan un beneficio terapéutico.

Las preparaciones celulares STRO-1* redujeron adicionalmente la infiltracion de células eosindfilas en la luz de las
vias respiratorias y el liquido de lavado broncoalveolar y el numero de neutrdfilos en el liquido de lavado
broncoalveolar, demostrando la capacidad de estas preparaciones para suprimir la inflamacién en el pulmén de un
sujeto, por ejemplo, sujetos que padecen una afeccion respiratoria inflamatoria, como, asma

Las preparaciones celulares STRO-1* redujeron adicionalmente los niveles de IgE especifica de alérgenos en
animales tratados.

Los inventores también observaron que la respuesta asmatica de fase tardia, por ejemplo, causada por la migracion
de neutroéfilos y basdfilos al sistema respiratorio mejoré en los sujetos que recibieron preparaciones celulares STRO-
1*. Estas observaciones indican que las preparaciones celulares STRO-1* son Utiles para reducir o prevenir el dafio
al sistema respiratorio, por ejemplo, inflamacién y/o remodelacién causada por neutréfilos y basofilos.

La presente invencion es tal y como se define en las reivindicaciones.

Los hallazgos de los inventores proporcionan la base para un método de tratamiento o prevencion de una afeccion
respiratoria en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacion de células enriquecidas para
células STRO-1* y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas.

La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para tratar o prevenir una alergia mediada por IgE (o

una alergia mediada por Tn2) en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacién de células
enriquecidas para células STRO-1* y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas.
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La presente descripcion proporciona adicionalmente un método para reducir una respuesta alérgica a un alérgeno y/o
para inducir anergia a un alérgeno, comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacién de células
enriquecidas para células STRO-1* y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas.

La presente descripciéon proporciona adicionalmente un método para tratar o prevenir una respuesta alérgica al
alérgeno de los acaros del polvo doméstico (HDM, por sus siglas en inglés) o reducir una respuesta alérgica a los
HDM y/o para inducir anergia a los HDM, comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacion de células
enriquecidas para células STRO-1* y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas.

La presente descripcién proporciona adicionalmente un método para mejorar la funcién pulmonar en un sujeto,
comprendiendo el método administrar al sujeto una poblacién de células enriquecidas para células STRO-1* y/o
progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas, donde el sujeto padece una alergia, una alergia
mediada por IgE o una respuesta alérgica a HDM.

En un ejemplo, la afeccion respiratoria se asocia con proliferacion celular excesiva, remodelacion, inflamacion,
vasoconstriccion, broncoconstriccion, hiperreactividad de las vias respiratorias y/o edema. Por ejemplo, la descripcion
proporciona métodos para tratar o prevenir afecciones tales como asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
hipertension arterial pulmonar; sindrome de dificultad respiratoria aguda, lesiéon pulmonar inducida por el ventilador,
fibrosis quistica, bronquiectasia, deficiencia de alfa-1-antitripsina, rinitis, rinosinusitis, discinesia ciliar primaria,
neumonia, bronquiolitis, enfermedad pulmonar intersticial que incluye linfangioleiomiomatosis, fibrosis pulmonar
idiopatica, bronquiolitis obliterante, neumonia intersticial inespecifica, neumonia organizadora criptogénica, neumonia
intersticial aguda, enfermedad pulmonar intersticial asociada a bronquiolitis respiratoria o sarcoidosis pulmonar.

En un ejemplo, un pulmén o afeccion es una lesiéon pulmonar aguda. Por ejemplo, la lesiéon pulmonar aguda es uno o
mas de traumatismo fisico, una lesién quimica, por ejemplo, una quemadura quimica, inhalacién de humo o exposicion
a una sustancia téxica. En otra realizacion especifica, dicha enfermedad, trastorno o afeccién pulmonar es una lesién
causada por una enfermedad neoplasica o paraneoplasica.

En un ejemplo, la afeccién respiratoria es crénica. A este respecto, un método de descripciéon puede usarse para tratar
una etapa temprana o una etapa tardia o ambas etapas de una afeccion respiratoria crénica.

En un ejemplo, la afeccién respiratoria es una afeccion respiratoria inflamatoria, una afeccion respiratoria obstructiva
0 una afeccion respiratoria restrictiva.

En un ejemplo, la afeccion respiratoria o alergia es una obstruccion reversible de las vias respiratorias.

En un ejemplo, la afeccidn respiratoria o alergia es una afeccion respiratoria obstructiva, como COPD, asma, broncolitis
obliterante o fibrosis quistica. En un ejemplo, la afeccion respiratoria es asma.

En un ejemplo, la afeccion respiratoria es una afeccion respiratoria restrictiva, como una afeccion pulmonar restrictiva
(por ejemplo, alveolitis alérgica extrinseca, alveolitis fibrosante, asbestosis o neumonia eosinofilica) o una afeccion
pleural restrictiva (por ejemplo, derrame pleural, neumotérax o bronquiectasia).

En un ejemplo, la afeccién respiratoria no se debe a una infeccién o cancer.

En un ejemplo, la afeccion respiratoria es una afeccién inflamatoria. Por ejemplo, la afecciéon se asocia con
hiperreactividad de las vias respiratorias y/o hiperreactividad bronquial y/o infiltracién de células eosindfilas en la luz
de las vias respiratorias y el liquido de lavado broncoalveolar. A este respecto, en un ejemplo, un método de la
descripcion comprende administrar una poblacion de células enriquecidas para células STRO-1* y/o progenie de las
mismas y/o factores solubles derivados de las mismas, de modo que se reduce la hiperreactividad de las vias
respiratorias y/o la hiperreactividad bronquial y/o la infiltracion de células eosindfilas y/o la infiltracion de neutréfilos en
la luz de las vias respiratorias y/o el liquido de lavado broncoalveolar.

En un ejemplo, la afeccion es asma, como asma crénica o asma aguda o asma alérgica. Por ejemplo, la afeccion es
asma crénica o asma alérgica.

En un ejemplo, la afeccion esta asociada con la remodelacion del pulmén, por ejemplo, asma o fibrosis pulmonar,
como la fibrosis pulmonar idiopatica.

En un ejemplo, el asma es asma grave y/o asma refractaria.
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En un ejemplo, la afeccion es asma refractaria a esteroides. Por ejemplo, un sujeto que padece asma es resistente al
tratamiento con un esteroide, por ejemplo, un corticosteroide, como flunisolida, furoato de mometasona, triamcinolona,
fluticasona, budesonida, dipropionato de beclometasona o una combinacién de dos o mas de los anteriores.

En otro ejemplo, la afecciéon es asma refractaria beta agonista de accién prolongada (LABA, por sus siglas en inglés).
Por ejemplo, un sujeto que padece asma es resistente al tratamiento con un agonista beta de accién prolongada como,
por ejemplo, salmeterol, formoterol, bumbeterol o clenbuterol.

En otro ejemplo, la afeccion es LABA y asma refractaria a esteroides.
En un ejemplo, el método reduce o previene una respuesta alérgica o asmatica de fase temprana.
En otro ejemplo, el método reduce o previene una respuesta alérgica o asmatica de fase tardia.

En un ejemplo, la afeccion es una afeccion fibrotica. La enfermedad fibrética del pulmén puede ser enfermedad
pulmonar intersticial (enfermedad pulmonar parenquimatosa difusa). En otro ejemplo, la enfermedad pulmonar
intersticial es silicosis, asbestosis, beriliosis, esclerosis sistémica, polimiositis o dermatomiositis. En otros ejemplos, la
enfermedad pulmonar intersticial es causada por un antibiético, un farmaco quimioterapéutico, un farmaco antiarritmico
o una infeccion.

En otro ejemplo, la afeccién es fibrosis pulmonar idiopatica.

En un ejemplo, un método como se describe en esta invencion en cualquier ejemplo comprende administrar una
poblacion de células enriquecidas para células STRO-1flanes y/o progenie de las mismas y/o factores solubles
derivados de las mismas.

En un ejemplo, un método como se describe en esta invencion en cualquier ejemplo comprende administrar una
poblaciéon de células enriquecidas para células STRO-1* y fosfato alcalino no especifico de tejido * (TNAP)* y/o
progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas.

En un ejemplo, un método como se describe en esta invencion en cualquier ejemplo comprende administrar una
poblacion de células enriquecidas para células fosfato alcalino no especifico de tejido * (TNAP)* y/o progenie de las
mismas y/o factores solubles derivados de las mismas. Como se muestra en esta invencion, tales células son STRO-
1*, por ejemplo, STRO-1vrante Fn un ejemplo, las células estan enriquecidas para células STRO-3*.

En un ejemplo, la poblacién enriquecida para células STRO-1* y/o la progenie de las mismas y/o los factores solubles
derivados de las mismas se administran sistémicamente.

Por ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran por via intravenosa.
En otro ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran por via intranasal o por inhalacion.

En un ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran una pluralidad de veces. A este
respecto, los presentes inventores han demostrado que una poblacién de células como se describe en esta invencion
puede proporcionar un beneficio terapéutico durante hasta cuatro semanas o durante al menos cuatro semanas.
Segun un ejemplo, la poblacién y/o la progenie y/o los factores solubles se administran una vez cada tres o mas
semanas. Por ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran una vez cada cuatro o mas
semanas. Por ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran una vez cada cinco o mas
semanas. Por ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran una vez cada diez o0 mas
semanas. Por ejemplo, la poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles se administran una vez cada doce o mas
semanas.

En un ejemplo, el método comprende monitorear al sujeto y administrar una dosis adicional de la poblacién y/o la
progenie y/o los factores solubles cuando ocurre uno o mas de los siguientes:

(i) un sujeto comienza a jadear y/o tos persistentemente y/o tiene opresion en el pecho y/o tiene dificultad para respirar;
(i) un sujeto muestra uno o mas de los siguientes cuando es evaluado por espirometro:
a) 20 % de diferencia en al menos tres dias en una semana durante al menos dos semanas;
b) 220 % de mejora del flujo maximo después del tratamiento, por ejemplo: 10 minutos de agonista B inhalado (por
ejemplo, salbutamol); seis semanas de corticosteroides inhalados (por ejemplo, beclometasona); 14 dias de 30 mg
de prednisolona.
¢) 220 % de disminucion en el flujo maximo después de la exposicién a un desencadenante (por ejemplo, ejercicio);
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(iii) broncoscopia que muestra células anormales y/o sustancias extrafias y/o bloqueos en el tracto respiratorio de un
sujeto; o

(iv) tomografia computarizada del térax que muestra anomalias de los vasos sanguineos en los pulmones,
acumulacion de sangre o liquido en los pulmones, bronquiectasias, derrame pleural o neumonia.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencién segun cualquier ejemplo comprende administrar una dosis de la
poblacion y/o la progenie y/o los factores solubles suficientes para lograr uno o méas de los siguientes:

(i) hiperreactividad bronquial mejorada, por ejemplo, evaluada mediante una prueba de provocacién bronquial;

(i) hiperreactividad mejorada de las vias respiratorias;

(iii) infiltracion reducida de eosindfilos en el pulmén o liquido de lavado broncoalveolar;

(iv) reduccion de la infiltracion de neutréfilos en el pulmén o liquido de lavado broncoalveolar;

(v) respuesta asmatica tardia reducida, por ejemplo, segun lo evaluado por espirémetro;

(vi) respuesta asmatica temprana reducida, por ejemplo, segun lo evaluado por espirémetro; y/o

(vii) reduccion de la remodelaciéon pulmonar/fibrosis, por ejemplo, segun lo evaluado por la tomografia computarizada
del térax.

En un ejemplo, la dosis es suficiente para lograr al menos dos o tres o cuatro de cinco o todo lo anterior.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencion de segln cualquier ejemplo comprende administrar entre 1 x 10°
hasta 150 x 108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencién seguin cualquier ejemplo comprende administrar entre 25 x 10°
hasta 150 x 108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas. Por ejemplo, el método comprende administrar
aproximadamente 25 x 10 6 0 75 x 108 0 150 x 108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencidon segun cualquier ejemplo comprende administrar entre
aproximadamente 2,5 x 10* células hasta 4,5 x 10° células STRO-1* y/o progenie de las mismas por kg.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencidn segun cualquier ejemplo comprende administrar entre
aproximadamente 4,5 x 10° hasta 4,5 x 10 células STRO-1* y/o progenie de las mismas por kg. Por ejemplo, el método
comprende administrar aproximadamente 4,5 x 10° o aproximadamente 5,5 x 10® o aproximadamente 1,7 x 108 o
aproximadamente 1,9 x 10 o aproximadamente 3,5 x 108 o aproximadamente 4,5 x 10° células STRO-1* y/o progenie
de las mismas por kg.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencién segun cualquier ejemplo comprende administrar una dosis de
células STRO-1* para todo el cuerpo y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas. Por
ejemplo, cuando las células o los factores solubles se administran una pluralidad de veces, la dosis de todo el cuerpo
permanece constante.

Por ejemplo, el método comprende administrar 150 x108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas en 10 ml a un
sujeto, es decir, 1,5 x 108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas por ml.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencion segun cualquier ejemplo comprende administrar a un sujeto que
padece asma refractaria a esteroides o asma refractaria LABA o asma refractaria a esteroides y LABA 150 x 10°
células STRO-1* y/o progenie de las mismas, por ejemplo, en 10 ml a un sujeto, es decir, 1,5 x 10° células STRO-1*
y/o progenie de las mismas por ml.

En un ejemplo, un método descrito en esta invencion segun cualquier ejemplo comprende administrar a un sujeto que
padece fibrosis pulmonar idiopatica 150 x 108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas, por ejemplo, en 10 ml a
un sujeto, es decir, 1,5 x 108 células STRO-1* y/o progenie de las mismas por ml.

En un ejemplo, las de poblacion y/o de la progenie son autogénicas o alogénicas y/o los factores solubles pueden
derivarse de células autogénicas o alogénicas. En un ejemplo, la poblacién y/o la progenie son alogénicas y/o los
factores solubles son de células alogénicas.

Segun el ejemplo anterior, el método puede comprender adicionalmente obtener las células de poblacion y/o de
progenie y/o factores solubles o puede comprender adicionalmente aislar la poblacion y/o células de progenie y/o
factores solubles. En un ejemplo, las células de poblacién y/o progenie se basan en la expresion de STRO-1 y/o TNAP.

En un ejemplo, las células de poblacién y/o progenie y/o factores solubles se obtienen del sujeto que se esta tratando.
En otro ejemplo, las células de poblacién y/o progenie y/o factores solubles se obtienen de un sujeto diferente de la
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misma especie.

En un ejemplo, la poblacién enriquecida para células STRO-1* y/o las células de la progenie se han expandido en
cultivo antes de la administracién y/o antes de obtener los factores solubles.

Segun el ejemplo anterior, un método como se describe en esta invencién segun cualquier ejemplo puede comprender
adicionalmente cultivar las células de poblacion y/o de la progenie.

En un ejemplo, las células STRO-1* y/o células de la progenie de las mismas y/o los factores solubles derivados de
las mismas se administran en forma de una composicién que comprende dichas células STRO-1* y/o células de la
progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas y un vehiculo y/o excipiente.

Segun el ejemplo anterior, un método como se describe en esta invencién segun cualquier ejemplo puede comprender
adicionalmente formular la poblacion y/o la progenie y/o factores solubles en una composicion.

En un ejemplo, el sujeto padece una afeccion respiratoria o una exacerbacién de la misma (por ejemplo, un ataque de
asma) en el momento del tratamiento. Por ejemplo, el sujeto necesita tratamiento.

En un ejemplo, el sujeto tiene una afeccion respiratoria, sin embargo, no padece activamente la afeccidn respiratoria
0 una exacerbacion de la misma (por ejemplo, un ataque de asma) en el momento del tratamiento, es decir, el método
es un método para prevenir la afeccién o una exacerbacion de la misma.

La presente descripcion también proporciona una poblacion de células enriquecidas para células STRO-1* y/o
progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas para su uso en el tratamiento o prevencién de
una afeccion respiratoria.

La presente descripcion también proporciona el uso de una poblacién de células enriquecidas para células STRO-1*
y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas en la fabricacién de un medicamento para
tratar o prevenir una afeccion respiratoria en un sujeto.

La presente descripcion también proporciona un kit que comprende una poblacién de células enriquecidas para células
STRO-1* y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas empaquetadas con instrucciones
de uso en un método descrito en esta invencion segun cualquier ejemplo.

Por ejemplo, la presente descripcidén proporciona un kit que comprende una composicion que comprende la poblacion
y/o la progenie y/o los factores solubles empaquetados con informaciéon del producto que indica el uso de la
composicion en un método descrito en esta invencién segun cualquier ejemplo.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Coexpresion de TNAP (STRO-3) y el marcador de células precursoras mesenquimales, STRO-1brilante por
células morfonucleares de médula 6sea humana adulta (BMMNC, por sus siglas en inglés). Se practicd una
inmunofluorescencia de color doble y citometria de flujo por incubacion de BMMNC de STRO-1 seleccionadas por
MACS y marcadas indirectamente con un anticuerpo de IgM antimurina de cabra acoplado a FITC (eje x) y mAb STRO-
3 (IgG1 murina) marcado indirectamente con una IgG antimurina de cabra acoplada a PE (eje y). El histograma de
gréafico de puntos representa 5 x 10* eventos recogidos como datos en modo de lista. Se establecieron las lineas
vertical y horizontal a niveles de reactividad de <1,0 % de fluorescencia media obtenidos con los anticuerpos de control
de isotipo coincidente, 1B5 (IgG) y 1A6.12 (IgM) tratados en las mismas condiciones. Los resultados demuestran que
una poblacién menor de células STRO-1brilante coexpresd TNAP (cuadrante superior derecho) mientras que las células
STRO-1* restantes no reaccionaron con el mAb de STRO-3.

Figura 2. Representaciones graficas que muestran histogramas citométricos de flujo representativos producidos
utilizando suspensiones de células individuales de MPC de macacos cangrejeros expandidas derivadas de médula
6sea de cultivo con expresion positiva de la superficie celular de los marcadores de células madre mesenquimatosas,
STRO-1, STRO-4 y CD146 (sdlido) en relacién con los controles negativos del isotipo (IgM, 1IgG2a e 1gG1) (cortado)
detectados usando anticuerpos secundarios de cabra anti-murino IgM o IgG-FITC conjugado. Los histogramas
representativos también muestran que las MPC de macacos cangrejeros carecen de la expresion de la superficie
celular para marcadores de monocitos/macrofagos (CD14), células madre/progenitoras hematopéticas (CD34) y
leucocitos maduros (CD45). Los niveles de fluorescencia superior al 1 % en comparacion con el control de isotipo
significan positividad.

Figura 3 es una representacion esquematica de la linea de tiempo del estudio para evaluar la seguridad y la eficacia
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de las MPC en el tratamiento de un modelo de asma en ovejas.

Figura 4 es una serie de representaciones graficas que muestran la respuesta asmatica de fase temprana (EAR, por
sus siglas en inglés) en el transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucién salina y MPC. Los datos
resumidos de EAR se muestran en (A) para el grupo de control y los tres grupos de tratamiento, 25 millones, 75
millones y 150 millones de oMPC. Los datos representan el cambio porcentual en la resistencia desde las lecturas de
resistencia del valor basal tomadas después de la exposicion a aerosol de solucién salina de control hasta las lecturas
de resistencia maxima tomadas durante la primera hora después de la exposicion a alérgenos. Las lecturas de EAR
se tomaron en tres ocasiones durante el ensayo: 2 semanas antes del tratamiento con oMPC/solucién salina
(pretratamiento); 1 semana después del tratamiento con oMPC/solucién salina (1 semana después del tratamiento); y
4 semanas después de los tratamientos con oMPC/solucién salina (4 semanas después del tratamiento). Los datos
en (B) y (C) muestran comparaciones entre los grupos de control y tratamiento para el cambio porcentual en EAR
desde el pretratamiento hasta 1 semana y 4 semanas, después de los tratamientos, respectivamente. Los datos se
presentan como media + EEM. N = 11 para el grupo de control y el grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para un
grupo de 25 millones y 150 millones de oMPC. **p<0,01*p<0,05.

Figura 5 es una serie de representaciones graficas que muestran la respuesta asmatica de fase tardia (LAR, por sus
siglas en inglés) en el transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucién salina y MPC. Los datos
resumidos de LAR se muestran en (A) para el grupo de control y los tres grupos de tratamiento, 25 millones, 75
millones y 150 millones de oMPC. Los datos representan el cambio porcentual en la resistencia desde las lecturas de
resistencia de valor basal tomadas antes de la exposicion a alérgenos en aerosol hasta las lecturas de resistencia
tomadas 6 horas después de la exposicion a alérgenos. Las lecturas de LAR se tomaron en tres ocasiones durante el
ensayo: 2 semanas antes del tratamiento con oMPC/soluciéon salina (pretratamiento); 1 semana después del
tratamiento con oMPC/solucion salina (1 semana después del tratamiento); y 4 semanas después de los tratamientos
con oMPC/solucion salina (4 semanas después del tratamiento). Los datos en (B) y (C) muestran comparaciones entre
los grupos de control y tratamiento para el cambio porcentual en LAR desde el pretratamiento hasta 1 semana y 4
semanas, después de los tratamientos, respectivamente. Los datos se presentan como media + EEM. N = 11 para el
grupo de control y el grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para un grupo de 25 millones y 150 millones de oMPC.
**p<0,01*p<0,05

Figura 6 es una serie de representaciones graficas que muestran hiperreactividad bronquial (BHR, por sus siglas en
inglés) en el transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucién salina y MPC. Los datos resumidos de
BHR se muestran en (A) para el grupo de control y los tres grupos de tratamiento, 25 millones, 75 millones y 150
millones de oMPC. Los datos de BHR en el eje y representan el numero medio de unidades respiratorias de carbacol
requeridas para inducir un cambio del 100 % en la resistencia. Las lecturas de BHR se tomaron en tres ocasiones
durante el ensayo: 2 semanas antes del tratamiento con oMPC/solucion salina (pretratamiento); 1 semana después
del tratamiento con oMPC/solucion salina (1 semana después del tratamiento); y 4 semanas después de los
tratamientos con oMPC/solucién salina (4 semanas después del tratamiento). Los datos en (B) y (C) muestran
comparaciones entre los grupos de control y tratamiento para el cambio porcentual en BHR desde el pretratamiento
hasta 1 semana y 4 semanas, después de los tratamientos, respectivamente. Los datos en (D) muestran las
comparaciones de datos BHR entre el grupo control y los grupos de tratamiento agrupados. Los datos se presentan
como media + EEM. N = 11 para el grupo de control y el grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para un grupo de 25
millones y 150 millones de oMPC. *p<0,05 **p<0,01

Figura 7 es una serie de representaciones graficas que muestran eosindfilos en el liquido broncoalveolar (BAL, por
sus siglas en inglés) en el transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucion salina y MPC. Los datos se
presentan como un resumen del porcentaje de eosindfilos (A), el cambio en el porcentaje de eosindfilos desde el
pretratamiento a 1 semana (C) y 4 semanas (D) después del tratamiento, y el grupo control en comparacién con los
grupos de tratamiento agrupados (E). Los eosindfilos/ml se muestran en (B). Los datos se presentan como media +
EEM. N = 11 para el grupo de control y el grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para un grupo de 25 millones y 150
millones de oMPC. *p<0,05, **p<0,01.

Figura 8 es una serie de representaciones graficas que muestran neutréfilos en el liquido broncoalveolar (BAL) en el
transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucion salina y MPC. Los datos se presentan como un
resumen del porcentaje de neutrdfilos (A) y neutréfilos/ml (B). Los datos se presentan como media £+ EEM. N = 11 para
el grupo de control y el grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para un grupo de 25 millones y 150 millones de oMPC.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005

Figura 9 es una serie de representaciones graficas que muestran macréfagos en el liquido broncoalveolar (BAL) en
el transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucion salina y MPC. Los datos se presentan como un
resumen del porcentaje de macréfagos (A) y macréfagos/ml (B). Los datos se presentan como media + EEM. N = 11
para el grupo de control y grupos de 75 millones de oMPC; N = 10 para un grupo de 25 millones y 150 millones de
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oMPC.

Figura 10 es una serie de representaciones graficas que muestran linfocitos en el liquido broncoalveolar (BAL) en el
transcurso del estudio para grupos de tratamiento con solucion salina y MPC. Los datos se presentan como un
resumen del porcentaje de linfocitos (A) y linfocitos/ml (B). Los datos se presentan como media + EEM. N = 11 para el
grupo de control y grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para un grupo de 25 millones y 150 millones de oMPC.

Figura 11 es una serie de representaciones graficas que muestran los niveles de IgE en sueros de ovejas asmaticas.
Datos de ELISA que muestran niveles medios de absorbancia (Abs) para IgE especifica de HDM en los sueros de
ovejas de ensayo. Los datos se presentan como media + EEM y muestran comparaciones de los niveles de HDM-IgE
antes y después de los tratamientos con oMPC (A), y el cambio porcentual en los niveles de IgE desde el
pretratamiento a 1 semana (B) y 4 semanas (C). Se tomaron sueros en el pretratamiento, 1 semana después del
tratamiento y 4 semanas después del tratamiento de todas las ovejas en los dias de ensayo 51, 72 y 93,
respectivamente. N = 11 para el grupo de control y grupo de 75 millones de oMPC; N = 10 para grupos de 25 millones
y 150 millones de oMPC. *p<0,05 **p<0,01.

Descripcion detallada

Técnicas generales y definiciones seleccionadas

Alo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que se especifique o que el contexto exija lo contrario, al hacer
referencia a una unica etapa, composicion de materia, grupo de etapas o grupo de composiciones de materia se
entendera que esta abarca uno y una pluralidad (es decir, uno o mas) de dichas etapas, composiciones de materia,
grupos de etapas o grupo de composiciones de materia.

Cada ejemplo descrito en esta invencion debe aplicarse mutatis mutandis a todos y cada uno de los ejemplos de la
descripcion, a menos que se indique especificamente lo contrario.

Los expertos en la materia apreciardn que la presente descripcién y ejemplos individuales de la misma son
susceptibles a variaciones y modificaciones distintas de las descritas especificamente. Se ha de entender que la
descripcion incluye todas dichas variaciones y modificaciones. La descripcion también incluye todas las etapas,
caracteristicas, composiciones y compuestos mencionados o indicados en la presente memoria descriptiva, individual
o colectivamente, y cualquiera y todas las combinaciones o dos o mas cualquiera de dichas etapas o caracteristicas.

El alcance de la presente descripcion no esta limitado por los ejemplos especificos de la descripcidn incluidos en esta
invencidon, que estan destinados Unicamente a fines de ejemplo. Los productos, composiciones y métodos
funcionalmente equivalentes estan claramente dentro del alcance de la descripcién como se describe en esta
invencion.

La presente descripcion se lleva a cabo sin experimentacion indebida utilizando, a menos que se indique lo contrario,
técnicas convencionales de biologia molecular, microbiologia, virologia, tecnologia de ADN recombinante, sintesis de
péptidos en disolucion, sintesis de péptidos en fase sélida, e inmunologia. Dichos procedimientos se describen, por
ejemplo, en Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories,
New York, Segunda edicién (1989), todos los Vols I, Il y lll; DNA Cloning: A Practical Approach, Vols. | and Il (D. N.
Glover, ed., 1985), IRL Press, Oxford, texto completo; Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (M. J. Gait, ed,
1984) IRL Press, Oxford, texto completo, y concretamente los trabajos de Gait, pag. 1-22; Atkinson y col., pag. 35-81;
Sproaty col., pag. 83-115; y Wu y col., pag. 135-151; 4. Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach (B. D. Hames
& S. J. Higgins, eds., 1985) IRL Press, Oxford, todo el texto; Immobilized Cells and Enzymes: A Practical Approach
(1986) IRL Press, Oxford, texto completo; Perbal, B., A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); Methods In
Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan, eds., Academic Press, Inc.), serie completa; J.F. Ramalho Ortigao, “The
Chemistry of Peptide Synthesis” En: Knowledge database of Access to Virtual Laboratory website (Interactiva,
Germany); Sakakibara, D., Teichman, J., Lien, E. Land Fenichel, R.L. (1976). Biochem. Biophys. Res. Commun. 73
336-342; Merrifield, R.B. (1963). J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-2154; Barany, G. y Merrifield, R.B. (1979) en The
Peptides (Gross, E. y Meienhofer, J. eds.), vol. 2, pags. 1-284, Academic Press, New York. 12. Wiinsch, E., ed. (1974)
Synthese von Peptiden en Houben-Weyls Metoden der Organischen Chemie (Mdler, E., ed.), vol. 15, 4a ed., Partes 1
y 2, Thieme, Stuttgart; Bodanszky, M. (1984) Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Heidelberg; Bodanszky,
M. & Bodanszky, A. (1984) The Practice of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Heidelberg; Bodanszky, M. (1985) Int.
J. Peptide Protein Res. 25, 449-474; Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D. M. Weiry C. C. Blackwell,
eds., 1986, Blackwell Scientific Publications); y Animal Cell Culture: Practical Approach, tercera edicion (John R. W.
Masters, ed., 2000), ISBN 0199637970, texto completo.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto lo exija de otro modo, se entendera que el término
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“‘comprende”, o variaciones tales como “comprenden” o “que comprende/comprenden” implican la inclusion de
determinada etapa o elemento o nimero entero o grupo de etapas o elementos o numeros enteros, pero no la
exclusion de cualquier otra etapa o elemento o nimero entero o grupo de elementos o nimeros enteros.

Tal como se usa en esta invencion, el término “derivados/derivadas de” se entendera que indica que un nimero entero
especificado se puede obtener de una fuente en particular aunque no necesariamente directamente de dicha fuente.
En el contexto de los factores solubles derivados de células STRO-1* y/o células de su progenie, este término se
entendera que significa uno o mas factores, por ejemplo, proteinas, péptidos, carbohidratos, etc. producidos durante
el cultivo in vitro de células STRO-1* y/o células de su progenie.

Se debe considerar que el término “afeccion respiratoria” incluye cualquier enfermedad o afeccidon que reduce la
funcion pulmonar en un sujeto e incluye, por ejemplo, asma, bronquitis crénica, enfisema, fibrosis quistica, insuficiencia
respiratoria, edema pulmonar, embolia pulmonar, hipertension pulmonar (presiéon arterial alta), neumonia vy
tuberculosis (TB), cancer de pulmon, rigidez y cicatrizacion de los pulmones (por ejemplo, causada por farmacos,
venenos, infecciones o radiacion), trastornos pulmonares por presién atmosférica inusual (por ejemplo, causada por
un mecanismo ventilador). En un ejemplo, la afeccion respiratoria es una afeccion pulmonar crénica y/o una afeccion
pulmonar asociada con inflamacién en el pulmén, por ejemplo, la afeccién pulmonar es COPD asmatica o fibrosis
quistica o fibrosis pulmonar o bronquiolitis o alveolitis 0 vasculitis o sarcoidosis. En otro ejemplo, la afeccién se asocia
con remodelacion o fibrosis de los pulmones de un sujeto, por ejemplo, la afeccion es fibrosis pulmonar (por ejemplo,
fibrosis pulmonar idiopatica) o asma.

Como se usa en esta invencion, se entendera que el término “asma” significa una enfermedad caracterizada por
sintomas paroxisticos o persistentes de disnea, opresion en el pecho, sibilancias, producciéon de esputo y tos,
asociados con limitacion variable del flujo de aire e hiperreactividad de las vias respiratorias a estimulos endégenos o
exogenos (Pautas de Canadian Asthma Consensus) y/o una afeccion caracterizada por hiperreactividad de las vias
respiratorias que conduce a episodios recurrentes de sibilancias, dificultad para respirar, opresién en el pecho y tos,
particularmente de noche o temprano en la mafiana junto con una obstruccién variable del flujo de aire que a menudo
es reversible espontaneamente o con tratamiento (The Global Initiative for Asthma).

Como se usa en esta invencion, se entendera que el término “asma grave” significa sintomas de asma bien controlados
en dosis altas a muy altas de corticosteroides inhalados, con o sin el uso de corticosteroides orales; y “asma muy
grave” se entendera que significa sintomas de asma bien controlados o no controlados adecuadamente a pesar de
una dosis muy alta de corticosteroides inhalados e ingeridos y con o sin necesidad de terapias adicionales. Para estas
definiciones, las dosis diarias altas y muy altas de corticosteroides inhalados (dosis equivalentes aproximadas) se
definen de la siguiente manera: La dosis alta es dipropionato de beclometasona, 1000 a 2000 ug; fluticasona, 500 a
1000 pg; y budesonida, 800 a 1600 pg y una dosis muy alta es fluticasona, 1000 a 2000 ug y budesonida, 1600-3200

Hg.

Como se usa en esta invencion, el término “asma refractaria” incluye pacientes con asma “fatal” o “casi fatal”, asi como
los subgrupos de asma descritos previamente como “asma grave” y “asma dependiente y/o resistente a esteroides”,
“dificil de controlar el asma”, “asma mal controlada”, “asma quebradiza “o “asma irreversible”. El asma refractaria se
puede definir segun las pautas de la American Thoracic Society cuando se cumplen uno 0 ambos criterios principales
y dos criterios menores, descritos a continuacion. Los criterios principales son: Para lograr el control a un nivel de
asma persistente leve-moderada: (1) Tratamiento con corticosteroides orales continuos o casi continuos (=50 % del
afo) 2) Requisitos para el tratamiento con corticosteroides inhalados en dosis altas. Los criterios menores son: (1)
Requisito para el tratamiento diario con un medicamento controlador ademas de los corticosteroides inhalados, por
ejemplo, LABA, teofilina o antagonista de leucotrienos (2) Sintomas de asma que requieren el uso de agonistas 3 de
accion corta a diario o casi a diario (3) Obstruccidon persistente de las vias respiratorias (FEV1<80 % previsto;
variabilidad diurna maxima del flujo espiratorio (PEF, por sus siglas en inglés)> 20 %) (4) Una o mas visitas de atencion
urgente para el asma por afo (5) Tres o mas “estallidos” de esteroides orales por afio (6) Deterioro rapido con una
reduccion <25 % en la administracion oral o dosis de corticosteroides inhalados (7) Evento de asma casi fatal en el
pasado. A los efectos de la definicién de asma refractaria, el farmaco (ug/d) y la dosis (dosis de inhalaciones/d) son
como sigue: (a) dipropionato de beclometasona> 1.260> 40 dosis de inhalaciones (42 pg/inhalacion)> 20 dosis de
inhalaciones (84 ug/inhalacién); (b) Budesonida > 1.200> 6 dosis de inhalaciones; (c) Flunisolida > 2.000> 8 dosis de
inhalaciones; (d) propionato de fluticasona > 880> 8 dosis de inhalaciones (110 pg), > 4 dosis de inhalaciones (220
ug); (e) aceténido de triamcinolona > 2.000> 20 dosis de inhalaciones.

Como se usa en esta invencion, el término “asma aguda” o “asma alérgica” se refiere al asma desencadenada por
alérgenos (por ejemplo, heces de acaros del polvo o polen) que activan los mastocitos ubicados debajo de la mucosa
de las vias respiratorias inferiores del tracto respiratorio. La activacion de los mastocitos desencadena la liberacion de
granulos que estimulan el epitelio nasal para producir moco y la posterior contraccion del musculo liso dentro de las
vias respiratorias. Esta contraccion del musculo liso constrifie las vias respiratorias, causando la sibilancia asmatica
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caracteristica.

El “asma croénica” no es causada por alérgenos, sino que es el resultado de la inflamacion obtenida del asma aguda.
Los efectos generales del asma aguda causan inflamacion crénica, lo que hace que el epitelio de la mucosa se vuelva
hipersensible a las respuestas ambientales. Por lo tanto, los agentes ambientales simples, como el humo, pueden
estimular el epitelio hipersensible para que produzca grandes cantidades de mucosidad y constriccién.

Como se usa en esta invencion, el término “fibrosis pulmonar idiopatica” se entendera que significa una forma crénica
y progresiva de enfermedad pulmonar de origen desconocido caracterizada por fibrosis del marco de soporte
(intersticio) de los pulmones. Los sintomas comunes son disnea progresiva (dificultad para respirar), pero también
incluyen tos seca, dedos en palillo de tambor (desfiguracion de los dedos) y estertores (un sonido crepitante en los
pulmones durante la inhalacién, que se escucha con un estetoscopio). La Declaracién de consenso multidisciplinario
ATS/ERS de 2002 sobre las neumonias intersticiales idiopaticas propuso los siguientes criterios para establecer el
diagnostico de IPF sin una biopsia pulmonar:

« Criterios principales (se requieren los 4):
o Exclusion de otras causas conocidas de enfermedad pulmonar intersticial (farmacos, exposiciones,
enfermedades del tejido conectivo);
o Pruebas de funcion pulmonar anormales con evidencia de restriccion (capacidad vital reducida) e intercambio de
gases deteriorado (pO2, p(A-a)02, DLCO);
o Anomalias reticulares bibasilares con vidrio esmerilado minimo en tomografias computarizadas de alta
resolucion; y
o La biopsia pulmonar transbronquial o el lavado broncoalveolar (BAL) no muestran caracteristicas para respaldar
un diagndstico alternativo.

« Criterios menores (se requieren 3 de 4):
o Edad > 50;
o Inicio insidioso de disnea de esfuerzo de otro modo inexplicable;
o Duracion de la enfermedad > 3 meses; y
o Crepitaciones inspiratorias bibasilares.

Se entendera que el término “exacerbacién” significa una exageracion de los sintomas respiratorios de una afeccion
respiratoria, por ejemplo, un ataque de asma.

Una “respuesta alérgica de fase temprana” (o respuesta asmatica) generalmente ocurre dentro de 2 horas, o una hora
0 30 minutos o 10 minutos o 1 minuto después de la exposicion al alérgeno y también se conoce comunmente como
la reaccion alérgica inmediata o como una reaccién alérgica tipo I. La reaccién es causada por la liberacion de
histamina y proteinas granulares de mastocitos por un proceso llamado desgranulacion, asi como por la produccion
de leucotrienos, prostaglandinas y citocinas, por los mastocitos después de la reticulacion de moléculas de IgE
especificas de alérgenos unidas a receptores FceRI de mastocitos. Estos mediadores afectan las células nerviosas
que causan picazon, las células del musculo liso que provocan la contraccion (que conduce al estrechamiento de las
vias respiratorias visto en el asma alérgico), las células caliciformes que producen mucosidad y las células endoteliales
que causan vasodilatacion y edema.

Una “respuesta alérgica de fase tardia” (o respuesta asmatica) generalmente se desarrolla aproximadamente 6-12
horas u 8-12 horas después de la exposicion al alérgeno y estda mediada, por ejemplo, por mastocitos). Los productos
de la reaccion de fase temprana incluyen quimiocinas y moléculas que actuan sobre las células endoteliales y hacen
que expresen la molécula de adhesion intercelular (como la molécula de adhesion de células vasculares y las
selectinas), que juntas resultan en el reclutamiento y activacion de leucocitos de la sangre al sitio de la reaccion
alérgica. Normalmente, las células infiltrantes observadas en las reacciones alérgicas contienen una alta proporcion
de linfocitos, y especialmente de eosindfilos. Los eosindfilos reclutados se degranularan liberando una serie de
moléculas citotéxicas (incluidas las proteinas basicas principales y la peroxidasa de eosindfilos), asi como produciran
varias citocinas como la IL-5. Las células T reclutadas son normalmente de la variedad Th2 y las citocinas que
producen conducen a un mayor reclutamiento de mastocitos y eosindfilos, y en el isotipo de células plasmaticas se
cambia a IgE, que se unirad a los receptores FceRI de los mastocitos y preparara al individuo para una respuesta
alérgica adicional.

Como se usa en esta invencion, el término “cantidad efectiva” se considerara que significa una cantidad suficiente de
células STRO-1* y/o células de la progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas para reducir
uno o mas sintomas de una afeccidn respiratoria como se describe en esta invencion.

Como se usa en esta invencion, el término “cantidad terapéuticamente efectiva” se considerara que significa una
cantidad suficiente de células STRO-1* y/o células de la progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2759281 T3

las mismas para tratar una afeccion respiratoria, es decir, de modo que el sujeto ya no satisfaga los criterios clinicos
para una afecciodn respiratoria o una exacerbacion de la misma.

Como se usa en esta invencion, el término “cantidad profilacticamente efectiva” se considerara que significa una
cantidad suficiente de células STRO-1* y/o células de la progenie y/o factores solubles derivados de las mismas para
prevenir o inhibir o retrasar la aparicion de una afeccion respiratoria o una exacerbacion de la misma o una recaida de
la misma.

Tal como se usa en esta invencion, se entendera que el término “dosis de cuerpo entero” significa que a los sujetos
se les administra una dosis especifica de células y/o factores solubles independientemente de su peso corporal o area
de superficie corporal.

Tal como se usa en esta invencion, se entendera que el término “tratar” o “tratamiento” o “tratar” significa administrar
una cantidad terapéuticamente efectiva de factores solubles y/o células y reducir o inhibir los sintomas de una afeccion
respiratoria tal que el sujeto ya no se diagnostica clinicamente con la afeccién o una exacerbacion de la misma.

Como se usa en esta invencion, el término “prevenir’ o “que previene” o “prevencion” se entendera como administrar
una cantidad profilacticamente efectiva de factores solubles y/o células y detener u obstaculizar o retrasar el desarrollo
0 progresion de una afeccion respiratoria 0 exacerbacion de la misma. La prevenciéon de una afeccidn respiratoria
también incluye administrar una cantidad profilacticamente efectiva de factores solubles y/o células y prevenir o reducir
la frecuencia de exacerbaciones de la afeccion.

Como se usa en esta invencién, el término “factores solubles” se entendera que significa cualquier molécula, por
ejemplo, proteina, péptido, glucoproteina, glucopéptido, lipoproteina, lipopéptido, carbohidrato, etc., producida por
células STRO-1* y/o progenie de las mismas que son solubles en agua. Dichos factores solubles pueden ser
intracelulares y/o secretados por una célula. Dichos factores solubles pueden ser una mezcla compleja (por ejemplo,
sobrenadante) y/o una fraccién de estos y/o pueden ser un factor purificado. En un ejemplo, los factores solubles estan
o estan contenidos dentro del sobrenadante. En consecuencia, cualquier ejemplo en esta invencion dirigido a la
administracion de uno o mas factores solubles se tomara para aplicar mutatis mutandis a la administracién de
sobrenadante.

Como se usa en esta invencion, el término “sobrenadante” se refiere al material no celular producido después del
cultivo in vitro de células STRO-1+ y/o progenie de las mismas en un medio adecuado, por ejemplo, medio liquido.
Normalmente, el sobrenadante se produce cultivando las células en el medio en condiciones y tiempo adecuados, y a
continuacion se elimina el material celular mediante un proceso tal como centrifugacion. El sobrenadante puede o
puede no haber sido sometido a etapas de purificacion adicionales antes de la administracion. En un ejemplo, el
sobrenadante comprende menos de 10°, mas como, menos de 10%, por ejemplo, menos de 103, por ejemplo, no hay
células vivas.

Como se usa en esta invencién, el término “individuo normal o sano” se entendera como un sujeto que no padece una
afeccion respiratoria segun lo evaluado por cualquier método conocido en la técnica y/o descrito en esta invencion. En
un ejemplo, un “individuo normal o sano” no padece ninguno de los sintomas de una afeccidn respiratoria.

Alérgenos

En un ejemplo, la presente descripciéon proporciona un método para reducir o prevenir una respuesta (por ejemplo,
una respuesta alérgica) a un alérgeno. Como se usa en esta invencion, el término “alérgeno” se considerara una
sustancia que comprende uno o mas antigenos que son capaces de inducir la formacion de IgE especifica (es decir,
una respuesta alérgica). Después de la produccion de IgE, la IgE se une a un receptor Fc en la superficie de un
mastocito o un baséfilo. Después de la exposicion posterior al alérgeno, al menos dos anticuerpos IgE que se unen a
al menos dos epitopos en el alérgeno provocan la reticulacion de las regiones Fab' de las moléculas de IgE, lo que
resulta en la liberacion de mastocitos o baséfilos de una variedad de aminas vasoactivas, como, por ejemplo,
histamina, lo que induce sintomas alérgicos. El término alérgeno incluye todos los tipos de alérgenos, por ejemplo, un
alérgeno de polipéptido, un alérgeno de fosfolipidos, un acido graso o un carbohidrato. En la tabla 1 se exponen
ejemplos de alérgenos comunes.
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Tabla 1: Alérgenos comunes aislados de organismos

T

Fuente de alérgenos PM |

' Nombre sistematico ‘ Nombre(s) anterior(es) ‘
Asterales Ambrosia artemisiifolia (ambrosia corta) |

' Amb a 1 Antigeno E 38 |
' Amb a 2 Antigeno K 38 |
' Amb a3 Ra3 1|
' Amb a5 Ra5 5 |
' Amb a 6 Ra6 10 |
! Amb a7 Ra7 12
! Amb a? 1|
' Ambrosia trifida (ambrosia gigante) |
| Amb t 5 | Ra5G 44
' Artemisia vulgaris (artemisa) ’
' Artv 2 | 3B
I Poales Cynodon dactylon (gramilla) |
' Cynd 1 | 32 |
' Dactylis glomerata (pasto ovillo) |
' Dacg 1 AgDg 1 32
' Dacg?2 1|
' Dacg5 31 ’
' Lolium perenne (grama de centeno) ’
l Lol p 1 Grupo | 27 ’
' Lolp 2 Grupo Il 1|
' Lol p 3 Grupo Il 1|
' Lolp 5 31|
' Lolp9 Lolp Ib 31135 |
' Phleum pratense (fleo de los prados) ‘
' Phip 1 27 |
' Phip5 Ag25 32|
' Poa pratensis (poa de los prados) ’
l Poap 1 Grupo | 33 |
' Poap5 31|
' Poap 9 32134 |
' Sorghum halepense (hierba Johnson) |
! Sorh 1 \ |
' Fagales Alnus glutinosa (lambran) |
' Alng 1 17 |
|

Betula verrucosa (abedul)
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Fuente de alérgenos PM |

Nombre sistematico Nombre(s) anterior(es) |
Bet v 1 17
Betv 2 profilin 15 \
Carpinus betulus (carpe) |

Carb 1 | 17 |
Corylus avellana (avellano) |

Cora 1 ‘ 17 |
Quercus alba (roble blanco) |

Que a 1 ‘ 17 |
Pinales Cryptomeria japonica (sugi) |
Cryj1 41-45 ‘
Cryj2 |
Juniper sabinoides (cedro de montafia) |

Jun's 1 | 5 |
Juniper virginiana (cedro rojo oriental) |

Jun v 1 | 4550 |
Oleales Olea europea (aceituna) |
Olee 1 ] 16 |
Dermatophagoides pteronyssinus (acaro) ‘
Derp 1 Antigeno P1 25 |
Derp 2 14 |
Derp 3 tripsina 28/30 I
Derp 4 amilasa 60 I
Derp5 14 |
Derp6 quimotripsina 25 |
Derp7 22-28 |
Dermatophagoides microceras (acaro) |

Der m 1 25 ‘
Dermatophagoides farinae (acaro) |

Der f 1 25 |
Der f 2 14|
Der f3 30 |
Lepidoglyphus destructor (acaro de almacenamiento) |
Lep d? 15 |
Canis familiaris(perro) |

Canf1 25 \
Canf2 27 |
|

Felis domesticus (saliva de gato)

14



10

15

20

25

30

ES 2759281 T3

Fuente de alérgenos PM
Nombre sistematico Nombre(s) anterior(es)
Fel d 1 cat-1 38
Mus musculus
Mus m 1 MUP 19
Rattus norvegius
Ratan 1 17
Aspergillus fumigatus
Asp f1 18
Asp ? 90
Asp f? 55
Candida albicans
Cand a 40
Alternaria alternata
Alta1 28
Trichophyton tonsurans
Trit1 30
Blattaria germanica (cucaracha)
Blag?2 20

En un ejemplo, el alérgeno es de un animal, por ejemplo, un mamifero, por ejemplo, un perro o un gato o una rata o
un raton.

En un ejemplo, el alérgeno es de una planta, por ejemplo, polen vegetal.
En un ejemplo, el alérgeno es de un insecto, por ejemplo, un acaro.
En un ejemplo, el alérgeno es HDM.

Las células STRO-1* o células de progenie, y sobrenadante o uno o mas factores solubles derivados de las

mismas

Las células STRO-1* son células que se encuentran en la médula dsea, la sangre, los dientes de leche (por ejemplo,
dientes de leche exfoliados), las células de la pulpa dental, el tejido adiposo, la piel, el bazo, el pancreas, el cerebro,
los rifiones, el higado, el corazén, la retina, el cerebro, los foliculos pilosos, el intestino, el pulmén, el ganglio linfatico,
el timo, el hueso, el ligamento, el tenddn, el musculo esquelético, la dermis y el periostio.

En un ejemplo, las células STRO-1* son capaces de diferenciarse en una o mas o dos o0 mas y/o tres lineas germinales
tales como mesodermo y/o endodermo y/o ectodermo.

En un ejemplo, las células STRO-1* son células multipotenciales que son capaces de diferenciarse en una gran
cantidad de tipos celulares que incluyen, entre otros, tejidos conectivos adiposos, 6seos, cartilaginosos, elasticos,
musculares y fibrosos. El compromiso con un linaje especifico y la ruta de diferenciacion que estas células toman
depende de diversas influencias, desde influencias mecanicas y/o factores bioactivos enddgenos, tales como factores
de crecimiento, citoquinas y/o condiciones microambientales locales establecidas por los tejidos huésped. Las células
multipotenciales STRO-1* son, por lo tanto, células progenitoras no hematopoyéticas que se dividen para producir
células hijas que son células madre o células precursoras que, con el tiempo, se diferenciaran irreversiblemente para
producir una célula fenotipica.

En un ejemplo, las células STRO-1* se enriquecen a partir de una muestra obtenida de un sujeto, por ejemplo, un
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sujeto a tratar o un sujeto relacionado o un sujeto no relacionado (ya sea de la misma especie o diferente). Los términos
“enriquecido”, “enriquecimiento” o variaciones de los mismos se usan en el presente documento para describir una
poblacién de células en la cual la proporcién de un tipo celular particular o la proporcion de una serie de tipos celulares
particulares aumenta en comparacién con una poblacién de células no tratada (por ejemplo, células en su entorno
nativo). En un ejemplo, una poblacién enriquecida para las células STRO-1* comprenden al menos aproximadamente
0,1%005%01%02%05%010% 015% 020 % 025 % 030 % 050 % o 75 % de células STRO-1*. En este
sentido, el término “poblacién de células enriquecidas para células STRO-1* “se tomaran para proporcionar soporte
explicito para el término” poblacion de células que comprende X % de células STRO1*", donde X % es un porcentaje
tal como se menciona aqui.

Las células STRO-1* pueden, en algunos ejemplos, formar colonias clonogénicas, por ejemplo, CFU-F (fibroblastos)
0 un subconjunto de las mismas (por ejemplo, 50 % 060 % 0 70 % o 70 % 0 90 % o 95 %) pueden tener esta actividad.

En un ejemplo, la poblacién de células se enriquece a partir de una preparacioén celular que comprende células STRO-
1* en forma seleccionable. A este respecto, se entendera que el término “forma seleccionable” significa que las células
expresan un marcador (por ejemplo, un marcador de superficie celular) que permite la seleccion de células STRO-1*.
El marcador puede ser, pero no necesariamente, STRO-1. Por ejemplo, como se describe y/o ejemplifica en el
presente documento, las células (por ejemplo, MPC) que expresan STRO-2 y/o STRO-3 (TNAP) y/o STRO-4 y/o
VCAM-1 y/o CD146 y/o 3G5 también expresan STRO-1 (y pueden ser STRO-1brilante) En consecuencia, una indicacion
de que las células son STRO-1* no significa que las células se seleccionen mediante la expresion STRO-1. En un
ejemplo, las células se seleccionan en base al menos a la expresion de STRO-3, por ejemplo, son STRO-3* (TNAP*).

La referencia a la seleccion de una célula o poblacién de la misma no requiere la seleccion de una fuente de tejido
especifica. Como se describe en esta invencion, las células STRO-1* pueden seleccionarse o aislarse o enriquecerse
de una gran variedad de fuentes. Dicho esto, en algunos ejemplos, estos términos proporcionan soporte para la
seleccion de cualquier tejido que comprenda células STRO-1* (por ejemplo, MPC) o tejido vascularizado o tejido que
comprende pericitos (por ejemplo, pericitos STRO-1*) o cualquiera de los tejidos mencionados en esta invencion.

En un ejemplo, las células utilizadas en los métodos de la presente descripcion expresan uno o mas marcadores
seleccionados individual o colectivamente de entre el grupo que consiste en TNAP*, VCAM-1*, THY-1*, STRO-2*,
STRO-4* (HSP-90B), CD45*, CD146%, 3G5" o cualquier combinacion de los mismos.

Se entendera que el término “individualmente” se refiere a que la descripcion engloba los marcadores o grupos de
marcadores indicados por separado, y que, a pesar de que los marcadores individuales o grupos de marcadores
pueden no estar mencionados por separado en el presente documento, las reivindicaciones que lo acompafan pueden
definir dicho marcador o grupos de marcadores por separado y divisiblemente entre si.

Se entendera que el término “colectivamente” se refiere a que la descripcion engloba cualquier cantidad o combinacion
de los marcadores o grupos de péptidos indicados, y que, a pesar de que dichas cantidades y combinaciones de
marcadores o grupos de marcadores pueden no estar mencionados especificamente en el presente documento, las
reivindicaciones que lo acompafian pueden definir dichas combinaciones o subcombinaciones por separado y
divisiblemente respecto de cualquier otra combinacion de marcadores o grupos de marcadores.

Por ejemplo, las células STRO-1* son STRO-1vrilante (gin, STRO-10). En un ejemplo, las células Stro-1" se enriquecen
preferentemente en relacion con las células STRO-19bll g STRO-1intermedio_

En un ejemplo, las células STRO-1Prante gon adicionalmente uno o mas (o todos) de TNAP*, VCAM-1*, THY-1*, STRO-
2*, STRO-4* (HSP-90B) y/o CD146*. Por ejemplo, las células se seleccionan para uno o mas de los marcadores
anteriores y/o se muestra que expresan uno o mas de los marcadores anteriores. En este sentido, una célula que
muestra expresion de un marcador no necesita ser especificamente analizada, mas bien, se pueden analizar las
células previamente enriquecidas o aisladas, y se puede asumir razonablemente que las células posteriormente
utilizadas, aisladas o enriquecidas también expresan el mismo marcador.

En un ejemplo, las células precursoras mesenquimales son células precursoras mesenquimales perivasculares como
se define en el documento 2004/85630.

Cuando se hace referencia a una célula como “positiva” para un marcador dado, puede ser que tenga una expresion
baja (ba u opaca) o alta (brillante, bri) de ese marcador, dependiendo del grado en que el marcador esté presente
sobre la superficie celular, donde los términos se relacionan con la intensidad de fluorescencia u otro marcador usado
en el proceso de clasificacion de las células. La distincidon entre ba (u opaco u débil) y bri se entendera en el contexto
del marcador usado en una poblacién de células particular que se esta clasificando. Una célula a la que se hace
referencia como “negativa” para un marcador dado no necesariamente implica que la misma esté completamente libre
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del mismo. Este término significa que el marcador se expresa en un nivel relativamente bajo por esa célula y que
genera una sefial muy baja cuando se marca de manera detectable o es indetectable por encima de los niveles de
fondo, por ejemplo, niveles detectados demandando un anticuerpo de control de isotipo.

El término “brillante”, cuando se usa en el presente documento, hace referencia a un marcador sobre una superficie
celular que genera una sefial relativamente alta cuando se marca de manera detectable. Sin restringirse a
consideraciones tedricas, se propone que las células “brillantes” expresan mas de la proteina marcadora diana (por
ejemplo, el antigeno reconocido por STRO-1) que otras células en la muestra. Por ejemplo, las células STRO-1°"
producen una mayor sefal fluorescente, cuando se marcan con un anticuerpo STRO-1 conjugado con FITC, segun lo
determinado por el analisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés),
que las células no brillantes (STRO-19€bi*paca)  En un ejemplo, las células “brillantes” constituyen al menos
aproximadamente el 0,1 % de las células marcadas con mayor brillo (por ejemplo, células mononucleares de médula
6sea) contenidas en la muestra de partida. En otros ejemplos, las células “brillantes” constituyen al menos
aproximadamente un 0,1 %, al menos aproximadamente un 0,5 %, al menos aproximadamente un 1 %, al menos
aproximadamente un 1,5 % o al menos aproximadamente un 2 % de las células marcadas mas fuertemente, por
ejemplo, células mononucleares de médula 6sea contenidas en la muestra de partida. En un ejemplo, las células
STRO-1brilante tisnen una expresion de magnitud 2 log mayor de la expresion de superficie STRO-1 en relacion con el
“fondo”, es decir, las células que son STRO-1-. En comparacion, las células STRO-1 P2 y/o STRO-1intermedio tienen
una expresion mayor de menos de magnitud 2 log de la expresion de superficie STRO-1, normalmente
aproximadamente 1 log o menos que el “fondo”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “TNAP” pretende englobar todas las isoformas de fosfatasa
alcalina no especifica de tejido. Por ejemplo, el término abarca la isoforma hepatica (LAP), la isoforma 6sea (BAP) y
la isoforma renal (KAP). En un ejemplo, la TNAP es BAP. En un ejemplo, la TNAP como se usa en el presente
documento hace referencia a una molécula que puede unirse al anticuerpo STRO-3 producido por la linea celular de
hibridoma depositada en la ATCC el 19 de diciembre de 2005 bajo las disposiciones del Tratado de Budapest, con
numero de acceso al depdsito PTA-7282.

Ademas, en un ejemplo preferido, las células STRO-1* son capaces de dar lugar a CFU-F clonogénico.

En un ejemplo, una proporcién significativa de células multipotenciales STRO-1* son capaces de diferenciarse en al
menos dos lineas germinales diferentes. Los ejemplos no limitantes de los linajes con los que pueden estar
comprometidas las células multipotenciales incluyen células precursoras éseas; progenitores hepatociticos, que son
multipotentes para células epiteliales de conducto biliar y hepatocitos; células restringidas neurales, que pueden
generar precursores de células gliales que evolucionan hasta oligodendrocitos y astrocitos; precursores neuronales
que evolucionan hasta neuronas; precursores para musculo cardiaco y cardiomiocitos y lineas celulares beta
pancreaticas secretoras de insulina sensibles a glucosa. Otros linajes incluyen, pero sin limitaciéon, odontoblastos,
células productoras de dentina y condrocitos y células precursoras de las siguientes: células epiteliales de pigmento
retinal, fibroblastos, células cutaneas tales como queratinocitos, células dendriticas, células de foliculo piloso, células
epiteliales de conducto renal, células de musculo liso y esquelético, progenitores testiculares, células endoteliales
vasculares, tendén, ligamento, cartilago, adipocito, fibroblasto, estroma medular, musculo cardiaco, musculo liso,
musculo esquelético, pericito, células vasculares, epiteliales, gliales, neuronales, astrociticas y oligodendrociticas.

En otro ejemplo, las células STRO-1* no son capaces de dar lugar, al cultivo, a células hematopoyéticas.

En un ejemplo, las células se toman del sujeto a tratar, se cultivan in vitro usando técnicas estandar y usadas para
obtener factores sobrenadantes o solubles o células expandidas para la administracion al sujeto como una
composicion autéloga o alogénica. En un ejemplo alternativo, se utilizan las células de una o mas de las lineas
celulares humanas establecidas. En otro ejemplo util de la descripcion, se usan células de un animal no humano (o, si
el paciente no es un humano, de otra especie).

La presente descripcion también contempla el uso de sobrenadante o factores solubles obtenidos o derivados de
células STRO-1* y/o células de la progenie de las mismas (las ultimas también denominadas células expandidas) que
se producen a partir de un cultivo in vitro. Las células expandidas de la descripcion pueden tener una amplia variedad
de fenotipos dependiendo de las condiciones de cultivo (incluyendo el niumero y/o tipo de factores estimulantes en el
medio de cultivo), el nimero de pases y similares. En ciertos ejemplos, las células de progenie se obtienen después
de alrededor de 2, alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor de 6, alrededor de 7, alrededor de 8,
alrededor de 9 o alrededor de 10 pases de la poblacién parental. No obstante, las células de progenie se pueden
obtener después de cualquier nUmero de pases de la poblacion parental.

Las células de progenie se pueden obtener cultivando en cualquier medio adecuado. El término “medio”, como se usa
en referencia a un cultivo celular, incluye los componentes del entorno que rodea a las células. Los medios pueden
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ser solidos, liquidos, gaseosos o una combinacion de fases y materiales. Los medios incluyen medios de crecimiento
liquido, asi como también medios que no sostienen el crecimiento celular. Los medios también incluyen medios
gelatinosos como agar, agarosa, gelatina y matrices de colageno. Los medios gaseosos a modo de ejemplo incluyen
la fase gaseosa a la que se exponen las células que crecen en una placa de petri u otro soporte sélido o semisélido.
El término “medio” también hace referencia al material cuya utilizacién se pretende en un cultivo celular, incluso si aun
no ha estado en contacto con las células. En otras palabras, un liquido rico en nutrientes preparado para el cultivo
bacteriano es un medio. Una mezcla en polvo que, cuando se mezcla con agua u otro liquido, se vuelve adecuado
para cultivo celular se puede denominar un “medio en polvo”.

En un ejemplo, las células de progenie Utiles para los métodos de la descripcion se obtienen aislando TNAP™* células
STRO-1* de la médula 6sea utilizando bolas magnéticas marcadas con el anticuerpo STRO-3, y luego cultivo
expandiendo las células aisladas (véase Gronthos y col. Blood 85: 929-940, 1995 para obtener un ejemplo de las
condiciones de cultivo adecuadas).

En un ejemplo, tales células expandidas (progenie) (por ejemplo, después de al menos 5 pases) pueden ser TNAP,
CC9*, HLA clase I*, HLA clase II, CD14-, CD19, CD3-, CD11ac, CD31-, CD86", CD34" y/o CD80". Sin embargo, es
posible que, en condiciones de cultivo diferentes a las descritas en esta invencion, la expresion de diferentes
marcadores pueda variar. Ademas, aunque las células de estos fenotipos pueden predominar en la poblacién celular
expandida, no significa que haya una proporcién menor de las células que no tienen este(os) fenotipo(s) (por ejemplo,
un pequefio porcentaje de las células expandidas puede ser CC9). En un ejemplo, las células expandidas aun tienen
la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos de células.

En un ejemplo, una poblacion celular expandida utilizada para obtener sobrenadante o factores solubles, o células per
se, comprende células donde al menos el 25 %, por ejemplo, al menos el 50 %, de las células son CC9*.

En otro ejemplo, una poblacion celular expandida utilizada para obtener sobrenadante o factores solubles, o células
per se, comprende células en las que al menos el 40 %, por ejemplo, al menos el 45 %, de las células son STRO-1 *.

En otro ejemplo, las células expandidas pueden expresar uno o mas marcadores seleccionados colectiva o
individualmente del grupo que consiste en LFA-3, THY-1, VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1, P-selectina, L-selectina, 3G5,
CD49a/CD49b/CD29, CD49¢/CD29, CD49d/CD29, CD 90, CD29, CD18, CD61, integrina beta 6-19, trombomodulina,
CD10, CD13, SCF, PDGF-R, EGF-R, IGF1-R, NGF-R, FGF-R, Leptina-R (STRO-2 = Leptina-R), RANKL, STRO-4
(HSP-90B), STRO-1Prilante yy CD 146 o cualquier combinacion de estos marcadores.

En un ejemplo, las células de la progenie son progenie de células multipotenciales STRO-1* expandida multipotencial
* (MEMP) como se define y/o describe en el documento WO 2006/032092. En los documentos WO 01/04268 y WO
2004/085630 se describen los procedimientos de preparacion de poblaciones enriquecidas de células multipotenciales
STRO-1* de las que puede derivarse la progenie. En un contexto in vitro, las células multipotenciales STRO-1*
raramente estaran presentes como una preparacion absolutamente puray, por lo general, estaran presentes con otras
células que son células comprometidas especificas de tejido (TSCC, por sus siglas en inglés). EI documento WO
01/04268 hace referencia a la recoleccion de dichas células de la médula 6sea en niveles de pureza de alrededor de
entre un 0,1 % y un 90 %. La poblacién que comprende MPC de la que se deriva la progenie puede cosecharse
directamente de una fuente de tejido, o alternativamente puede ser una poblacién que ya se ha expandido ex vivo

Por ejemplo, la progenie se puede obtener de una poblacion de células multipotenciales STRO-1* sustancialmente
purificada recolectada, no expandida, que comprende al menos alrededor de 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o
95 % de células totales de la poblaciéon en la cual estan presentes. Este nivel se puede lograr, por ejemplo,
seleccionando células que son positivas para al menos un marcador seleccionado individual o colectivamente de entre
el grupo que consiste en TNAP, STRO-4 (HSP-90B), STRO-1brilante 3G5*, VCAM-1, THY-1, CD146 y STRO-2.

Las MEMP se pueden distinguir de células multipotenciales STRO-1* recién recolectadas por ser positivas para el
marcador STRO-1%" y negativas para el marcador fosfatasa alcalina (ALP). En cambio, las células multipotenciales
STRO-1* recién aisladas son positivas para STRO-1°"y ALP. En un ejemplo de la presente descripcion, al menos el
15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 % de las células administradas tienen el fenotipo STRO-
161 ALP-. En un ejemplo adicional, las MEMP son positivas para uno o mas de los marcadores Ki67, CD44 y/o
CD49c/CD29, VLA-3, a3p1. En aun otro ejemplo, las MEMP no presentan actividad TERT y/o son negativas para el
marcador CD18.

La poblacion inicial de células STRO-1* puede derivarse de cualquiera o mas de un tipo de tejidos de aquellos descritos
en los documentos WO 01/04268 o WO 2004/085630, es decir, médula 6sea, células de la pulpa dental, tejido adiposo
y piel, o tal vez de manera mas amplia del tejido adiposo, dientes, pulpa dental, piel, higado, rifidén, corazén, retina,
cerebro, foliculos pilosos, intestino, pulmén, bazo, ganglio linfatico, timo, pancreas, hueso, ligamento, médula ésea,
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tendon y musculo esquelético.

Se entendera que al llevar a la practica los procedimientos descritos en la presente descripcion, la separacion de las
células que poseen cualquier marcador superficial de célula dado se puede efectuar a través de una serie de
procedimientos diferentes, sin embargo, algunos de los procedimientos preferidos se basan en la unién de un agente
de unién (por ejemplo, un fragmento de union a anticuerpo o antigeno del mismo) al marcador en cuestién seguido de
una separacion de los que presentan union, ya sea unién de alto nivel o unién de bajo nivel o ausencia de unién. Los
agentes de unién mas convenientes son anticuerpos o moléculas basadas en anticuerpo, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales o basados en anticuerpos monoclonales (por ejemplo, proteinas que comprenden fragmentos de union
a antigeno de los mismos) debido a la especificidad de estos Ultimos agentes. Se pueden utilizar anticuerpos para
ambas etapas, sin embargo, también se podrian utilizar otros agentes, por lo tanto, también se pueden emplear
ligandos para estos marcadores para enriquecer las células que los poseen o que carecen de estos.

Los anticuerpos o ligandos pueden enlazarse con un soporte sélido para permitir una separacion bruta. Por ejemplo,
las técnicas de separacion maximizan la retencién de la viabilidad de la fraccion a recoger. Pueden emplearse diversas
técnicas de diferente eficacia para obtener separaciones relativamente brutas. La técnica particular empleada
dependera de la eficiencia de separacion, la citotoxicidad asociada, la facilidad y velocidad de rendimiento y la
necesidad de un equipo sofisticado y/o habilidades técnicas. Los procedimientos para la separacién pueden incluir,
pero sin limitacién, separacion magnética usando perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo, cromatografia de
afinidad e “inmunopurificacién” con anticuerpo enlazado con una matriz sélida. Las técnicas que proporcionan una
separacion precisa incluyen, entre otros, la FACS. Los procedimientos para llevar a cabo FACS seran evidentes para
los expertos en la materia.

Los anticuerpos contra cada uno de los marcadores descritos en el presente documento estan disponibles en el
mercado (por ejemplo, los anticuerpos monoclonales contra STRO-1 se pueden conseguir en R&D Systems, EE. UU.),
se pueden conseguir en ATCC u otra organizacion depositaria y/o se pueden producir utilizando técnicas reconocidas
en la materia.

En un ejemplo, el procedimiento para aislar células STRO-1* comprende una primera etapa de clasificaciéon en fase
solida utilizando, por ejemplo, clasificacion celular activada magnéticamente (MACS, por sus siglas en inglés) que
reconoce expresion de alto nivel de STRO-1. Entonces, es posible seguir con una segunda etapa de clasificacion, en
caso de asi desearlo, que resulte en un nivel mas alto de una expresién de célula precursora, tal como se describe en
la memoria descriptiva de la patente WO 01/14268. Esta segunda etapa de clasificacion podria comprender el uso de
dos 0 mas marcadores.

El procedimiento para obtener células STRO-1* también podria incluir la recoleccion de una fuente de las células antes
de la primera etapa de enriquecimiento utilizando técnicas conocidas. Por ende, el tejido se retirara quirdrgicamente.
Entonces, se separaran las células que comprenden el tejido fuente en lo que se denomina suspension celular simple.
Esta separacion puede conseguirse por medios fisicos y/o enzimaticos.

Una vez obtenida una poblacion de células STRO-1* adecuada, se puede cultivar o expandir a través de cualquier
medio adecuado para obtener MEMP.

En un ejemplo, las células se toman del sujeto a tratar, se cultivan in vitro usando técnicas estandar y usadas para
obtener factores sobrenadantes o solubles o células expandidas para la administracion al sujeto como una
composicién autéloga o alogénica. En un ejemplo alternativo, se utilizan las células de una o mas de las lineas
celulares humanas establecidas para obtener el sobrenadante o factores solubles. En otro ejemplo util de la
descripcién, se usan células de un animal no humano (o, si el paciente no es un humano, de otra especie) para obtener
factores sobrenadantes o solubles.

Los procedimientos y usos de la presente descripcién se pueden llevar a la practica utilizando células de cualquier
especie animal no humana, incluyendo, sin caracter restrictivo, células de primate no humano, células de ungulados,
caninas, felinas, de lagomorfos, de roedores, aviares y de peces. Las células de primates con las cuales se pueden
llevar a la practica los procedimientos de la descripcion incluyen, sin caracter restrictivo, células de chimpancés,
babuinos, monos Cynomolgus, y de cualquier otro mono del nuevo o viejo mundo. Las células de ungulados con las
que puede llevarse a cabo la descripcién incluyen, entre otras, las células de bovinos, porcinos, ovinos, caprinos,
equinos, bufalos y bisontes. Las células de roedores con las que puede llevarse a cabo la descripcidn incluyen, entre
otras, las de ratones, ratas, conejillos de indias, hamsteres y jerbos. Los ejemplos de especies de lagomorfos con los
que puede llevarse a cabo la descripcion incluyen conejos domesticados, salvajes, liebres, conejos de rabo blanco,
liebres americanas y ochotonas. Los pollos (Gallus gallus) son un ejemplo de una especie aviar con la cual se pueden
llevar a la practica los procedimientos de la descripcion.
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En un ejemplo, las células son células humanas.

Las células utiles para los procedimientos de la descripcion se pueden almacenar antes de su uso o antes de obtener
el sobrenadante o los factores solubles. Los procedimientos y protocolos para preservar y almacenar células
eucariotas, y en particular células de mamiferos, son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Pollard, J. W. y
Walker, J. M. (1997) Basic Cell Culture Protocols, segunda edicién, Humana Press, Totowa, N.J.; Freshney, R.l. (2000)
Culture of Animal Cells, cuarta edicion, Wiley-Liss, Hoboken, N.J.). Cualquier procedimiento que mantiene la actividad
biolégica de las células madre aisladas tales como células madre/progenitoras mesenquimales, o su progenie, se
puede utilizar en relacion con la presente descripcion. En un ejemplo, las células se mantienen y almacenan utilizando
criopreservacion.

Células genéticamente modificadas

En un ejemplo, las células STRO-1* y/o células de su progenie estan genéticamente modificadas, por ejemplo, para
expresar y/o secretar una proteina de interés. Por ejemplo, las células estan disefiadas para expresar una proteina
util en el tratamiento de una afeccion respiratoria, como una proteasa, una DNAsa o una proteina tensioactiva, por
ejemplo, la proteina tensioactiva C.

Los procedimientos para modificar genéticamente una célula seran evidentes para los expertos en la materia. Por
ejemplo, un &cido nucleico que se ha de expresar en una célula esta operativamente ligado a un promotor para inducir
expresion en la célula. Por ejemplo, el acido nucleico se une a un promotor operativo en una serie de células de un
sujeto, tal como, por ejemplo, un promotor viral, por ejemplo, un promotor de CMV (por ejemplo, un promotor de CMV-
IE) o un promotor SV-40. En la técnica se conocen otros promotores adecuados y se entendera que se aplican mutatis
mutandis al presente ejemplo de la descripcion.

En un ejemplo, el acido nucleico se proporciona en forma de una construccion de expresion. Tal como se usa en esta
invencion, el término “construccién de expresion” se refiere a un acido nucleico que tiene la capacidad de otorgar
expresion en un acido nucleico (por ejemplo, un gen indicador y/o un gen indicador contra-seleccionable) al cual esta
operativamente conectado, en una célula. Dentro del contexto de la presente descripcion, se ha de entender que una
construccion de expresion puede comprender o ser un plasmido, bacteridfago, fagémido, cosmido, fragmento
subgendmico o gendmico de virus, u otro acido nucleico capaz de mantener y/o replicar ADN heterdlogo en un formato
expresable.

Los procedimientos para la construccion de una construccion de expresion adecuado para el funcionamiento de la
descripcidn seran evidentes para el experto en la materia y se describen, por ejemplo, en Ausubel y col., (En: Current
Protocols in Molecular Biology. Wiley Interscience, ISBN 047 150338, 1987) o Sambrook y col., (En: Molecular Cloning:
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New York, tercera edicion 2001). Por
ejemplo, cada uno de los componentes de la construccion de expresion se amplifica a partir de un acido nucleico
plantilla adecuado utilizando, por ejemplo, PCR y posteriormente se clona en una construccion de expresion adecuada,
tal como, por ejemplo, un plasmido o un fagémido.

Los vectores adecuados para dicha construccion de expresion son conocidos en la técnica y/o se describen en esta
invencién. Por ejemplo, un vector de expresion adecuado para el procedimiento de la presente descripciéon en una
célula de mamifero es, por ejemplo, un vector del conjunto de vectores pcADN suministrado por Invitrogen, un vector
del conjunto de vectores pCl (Promega), un vector del conjunto de vectores pCMV (Clontech), un vector pM (Clontech),
un vector pSI (Promega), un vector VP 16 (Clontech) o un vector del conjunto de vectores pcADN (Invitrogen).

El experto en la materia conocera vectores y fuentes de dichos vectores adicionales, tales como, por ejemplo, Life
Technologies Corporation, Clontech o Promega.

Los medios para introducir la molécula de acido nucleico aislada o una construccion génica que comprenda la misma
en una célula para la expresion son conocidos por los expertos en la materia. La técnica utilizada para un organismo
dado dependera de las técnicas exitosas conocidas. Los medios para introducir ADN recombinante en células incluyen
microinyeccion, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por liposomas utilizando, por
ejemplo, lipofectamina (Gibco, MD, EE. UU.) y/o cellfectin (Gibco, MD, EE. UU.), captacion de ADN mediada por PEG,
electroporacion y bombardeo de microparticulas utilizando, por ejemplo, tungsteno recubierto por ADN o particulas de
oro (Agracetus Inc., WI, EE. UU.) entre otros.

Como alternativa, una construccion de expresion de la descripcidn es un vector viral. Los vectores virales adecuados
son conocidos en la técnica y estan disponibles en el mercado. Los sistemas convencionales basados en virales para
el suministro de un acido nucleico e integracién del mismo en un genoma de células huésped incluyen, por ejemplo,
un vector retroviral, un vector lentiviral o un vector viral adenoasociado. De manera alternativa, un vector adenoviral
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se utiliza para la introduccién de un acido nucleico que permanece episomal hacia dentro de una célula huésped. Los
vectores virales constituyen un procedimiento eficiente y versatil para la transferencia de genes en las células y tejidos
diana. De manera adicional, se han observado las eficiencias de alta transduccion en muchos tipos celulares y tejidos
diana diferentes.

Por ejemplo, un vector retroviral por lo general comprende repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas en
inglés) que actuan en cis con capacidad de empaquetado para como maximo 6-10 kb de secuencia extrafa. Las LTR
que actuan en cis minimas son suficientes para replicar y empaquetar un vector, que luego se utiliza para integrar la
construccion de expresion en la célula diana para proporcionar expresion a largo plazo. Los vectores retrovirales
ampliamente utilizados incluyen aquellos basados en el virus de la leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia de
monos gibones (VLMG), el virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
y combinaciones de las mismos (véase, por ejemplo, Buchscher y col., J Virol. 56:2731-2739 (1992); Johann y col., J.
Virol. 65:1635-1640 (1992); Sommerfelt y col., Virol. 76:58-59 (1990); Wilson y col., J. Virol. 63:274-2318 (1989); Miller
y col., J. Virol. 65:2220-2224 (1991); PCT/US94/05700; Miller y Rosman BioTechniques 7:980-990, 1989; Miller, A. D.
Human Gene Therapy 7:5-14, 1990; Scarpa y col., Virology 75:849-852, 1991; Burns y col., Proc. Natl. Acad. Sci USA
90:8033-8037, 1993).

También se han desarrollado diversos sistemas de vectores de virus adeno-asociados (AAV, por sus siglas en inglés)
para administracion de acido nucleico. Los vectores AAV se pueden construir facilmente utilizando técnicas conocidas
en la materia. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses numero 5.173.414 y 5.139.941; las publicaciones
internacionales nimero WO 92/01070 y WO 93/03769; Lebkowski y col., Molec. Cell. Biol. 5:3988-3996, 1988; Vincent
y col., (1990) Vaccines 90 (Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter Current Opinion in Biotechnology 5:533-539,
1992; Muzyczka. Current Topics in Microbiol, and Immunol. 158:97-129, 1992; Kotin, Human Gene Therapy 5:793-
801, 1994; Shelling and Smith Gene Therapy 7:165-169, 1994; y Zhou y col., J Exp. Med. 179:1867-1875, 1994.

Los vectores virales adicionales utiles para administrar una construccion de expresion de la descripcion incluyen, por
ejemplo, los derivados de la familia de los poxvirus, tal como virus vacuna y poxvirus aviar o un alfavirus o un vector
de virus conjugado (por ejemplo, el descrito en Fisher-Hoch y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA 56:317-321, 1989).

Analisis del potencial terapéutico/profilactico de células y factores solubles

Los métodos procedimientos de determinacién de la capacidad de las células o los factores solubles para tratar o
prevenir o retrasar el inicio o la progresion de una afeccion respiratoria seran evidentes para el experto en la materia.

Por ejemplo, las células o factores solubles (por ejemplo, una mezcla de factores o un factor Unico o una fracciéon de
factores (por ejemplo, derivados por purificacién por afinidad o cromatografia)) se administran a un modelo de afeccién
respiratoria y se evalla el efecto sobre uno o mas sintomas.

Los modelos ejemplares de afecciones respiratorias incluyen un modelo animal de alergia, por ejemplo, asma alérgica,
como un modelo descrito en el documento W02002/098216, un modelo de ratén de asma alérgica, por ejemplo,
inducida por la proteina del acaro del polvo del huésped (Fattouh y col., Am J Respir Crit Care Med 172: 314-321,
2005), un modelo de ratén de asma grave en el que la IL-5 y la eotaxina se sobreexpresan, los ratones reciben
instilacion intratraqueal de poli-1-lisina que son hipersensibles a la metacolina cuando se administran en forma de
aerosol (Homma y col., Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 289: L413-L418, 2005), bleomicina o FITC o modelos de
fibrosis pulmonar inducidos por silice (Muggia y col., Cancer Treat Rev 10: 221-243, 1983; Roberts y col., J Pathol
176: 309-318, 1995; Oberdorster Inhal Toxicol 8: 73-89, 1996).

De lo anterior resultara evidente para el experto en la materia que la presente descripcién también proporciona un
procedimiento para identificar o aislar una célula o un factor soluble para el tratamiento, prevencion o retraso de una
afeccion respiratoria, comprendiendo el procedimiento:

(i) administrar una célula o un factor soluble a un sujeto de prueba que padece una afeccion respiratoria y evaluar un
sintoma de la afeccidn respiratoria;

(ii) comparar el sintoma de los niveles de afeccidn respiratoria del sujeto en (i) con el sintoma de la afeccion respiratoria
de un sujeto control que padece la afeccidn respiratoria a la que no se ha administrado el factor celular o soluble,

donde una mejora en el sintoma en el sujeto de prueba en comparacion con el sujeto de control indica que la célula o
el factor soluble trata la afeccién respiratoria.

La célula puede ser cualquier célula descrita en esta invenciéon segun cualquier ejemplo.

Se describen ejemplos de sintomas en esta invencion.
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Composiciones celulares

En un ejemplo de la presente descripcion se administran células STRO-1* y/o células de su progenie en forma de una
composicion. En un ejemplo, dicha composicion comprende un vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los términos “vehiculo” y “excipiente” se refieren a composiciones de materia que son convencionalmente utilizadas
en la técnica para facilitar el almacenamiento, administracion y/o la actividad biolégica de un compuesto activo (véase,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 ed., Mac Publishing Company (1980). Un vehiculo también
puede reducir cualquier efecto secundario no deseado del compuesto activo. Un vehiculo adecuado es, por ejemplo,
estable, por ejemplo, incapaz de reaccionar con otros ingredientes en el vehiculo. En un ejemplo, el vehiculo no
produce efectos adversos locales o sistémicos significativos en receptores en las dosificaciones y concentraciones
empleadas para tratamiento.

Los vehiculos adecuados para la presente descripcién incluyen los convencionalmente utilizados, por ejemplo, agua,
solucion salina, dextrosa acuosa, lactosa, disolucién de Ringer, una disolucién tamponada, hialurano y glicoles, que
son vehiculos liquidos ejemplares, en particular (cuando son isotonicos) para disoluciones. Los vehiculos y excipientes
farmacéuticos adecuados incluyen almiddn, celulosa, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza,
gel de silice, estearato de magnesio, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, cloruro sodico, glicerol,
propilenglicol, agua, etanol y similares.

En otro ejemplo, un vehiculo es una composicién de medio, por ejemplo, en la cual una célula se cultiva o se pone en
suspensién. Por ejemplo, dicha composicion de medio no induce ningun efecto adverso en un sujeto a quien se le
administra.

Los vehiculos y excipientes ejemplares no afectan de manera adversa la viabilidad de una célula y/o la capacidad de
una célula para reducir, prevenir o retrasar una afeccion respiratoria.

En un ejemplo, el vehiculo o excipiente proporciona una actividad de tampdn para mantener las células y/o los factores
solubles con un pH adecuado para, de este modo, llevar a cabo una actividad bioldgica, por ejemplo, el vehiculo o
excipiente es tampon fosfato salino (PBS). El PBS representa un vehiculo o excipiente atractivo puesto que interactua
minimamente con células y factores y permite la liberacién rapida de las células y factores, en cuyo caso, la
composicion de la descripcion se puede producir como un liquido para aplicacion directa en el flujo sanguineo o en un
tejido o una region que rodea o es adyacente a un tejido, por ejemplo, mediante inyeccion.

Las células STRO-1* y/o células de su progenie también se pueden incorporar o incrustar en armazones que sean
compatibles con el receptor y que se degraden en productos que no sean dafiinos para el receptor. Estos armazones
proporcionan soporte y proteccion para las células que se han de trasplantar en los sujetos receptores. Los armazones
biodegradables naturales y/o sintéticos son ejemplos de dichos armazones.

En la practica de la descripcion se puede utilizar con éxito una variedad de distintos armazones. Los armazones
ejemplares incluyen, sin caracter restrictivo, armazones bioldgicos, degradables. Los armazones biodegradables
naturales incluyen colageno, fibronectina y armazones de laminina. Un material sintético adecuado para un armazon
de trasplante celular deberia ser capaz de soportar crecimiento celular y funciéon celular importantes. Dichos
armazones también pueden ser reabsorbibles. Entre los armazones adecuados se incluyen armazones de acido
poliglicélico, por ejemplo, como describen Vacanti y col., J. Ped. Surg. 23:3-9 1988; Cima, y col., Biotechnol. Bioeng.
38:145 1991; Vacanti, y col., Plast. Reconstr. Surg. 88:753-9 1991; o polimeros sintéticos tales como polianhidridos,
poliortoésteres y acido polilactico.

En otro ejemplo, las células se pueden administrar en un armazén de gel (tal como Gelfoam de Upjohn Company).

Las células pueden administrarse como un componente de una composicién farmacéutica especificamente formulada
para administracion intranasal. En ciertos ejemplos, las células se administran conjuntamente con un inhibidor
enzimatico o un potenciador de la absorcion. En otros ejemplos, las composiciones farmacéuticas formuladas para
administracién intranasal comprenden inhibidores enzimaticos y/o potenciadores de la absorcion. En otros ejemplos
mas, las composiciones farmacéuticas comprenden tensioactivos sintéticos, sales biliares, fosfolipidos y
ciclodextrinas. Las células también pueden administrarse por via intranasal a través de una emulsién o un liposoma.
En ciertos ejemplos, la administracion intranasal se logra mediante el uso de microesferas poliméricas. Las células
pueden administrarse en presencia de glicocolato de sodio (NaGC) y acido linoleico.

La composicion farmacéutica para administracion intranasal puede administrarse como una pulverizacion, aerosol,
gel, solucién, emulsion o suspension. Alternativamente, la composicion farmacéutica se administra directamente a las
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vias respiratorias superiores, tales como, por ejemplo, los senos paranasales. En un ejemplo, las células o la
composicion farmacéutica se administran a través de un microcatéter.

Las composiciones celulares utiles para los procedimientos descritos en esta invencion pueden administrarse solas o
como mezclas con otras células. Las células que pueden administrarse junto con las composiciones de la presente
descripcién incluyen, sin caracter restrictivo, otras células multipotentes o pluripotentes o células madre o células de
médula 6sea. Pueden mezclarse células de diferentes tipos con una composicion de la descripcion inmediatamente o
poco antes de la administracién, o pueden cocultivarse conjuntamente durante un periodo de tiempo antes de la
administracion.

En un ejemplo, la composicidon comprende una cantidad efectiva o una cantidad terapéuticamente o profilacticamente
efectiva de células. Dosificaciones ejemplares se describen en esta invencion. La cantidad exacta de células a
administrar depende de una variedad de factores, que incluyen la edad, el peso y el sexo del paciente, y el alcance y
la gravedad de la afeccién respiratoria.

En algunos ejemplos, las células estan contenidas dentro de una camara que no permite que las células salgan a la
circulacion del sujeto, aunque permite que los factores secretados por las células entren en la circulacion. De esta
manera, los factores solubles se pueden administrar a un sujeto permitiendo que las células secreten los factores en
la circulacién del sujeto. Dicha camara se puede implantar de igual manera en un sitio de un sujeto para aumentar los
niveles locales de los factores solubles, por ejemplo, se puede implantar en o cerca del pancreas.

En algunos ejemplos de la descripcién, puede no ser necesario o deseable inmunosuprimir con composiciones
celulares a un paciente antes del inicio de la terapia. Por consiguiente, el trasplante con células STRO-1* alogénicas,
o incluso xenogénicas, o su progenie puede tolerarse en algunos casos.

Sin embargo, en otros casos, puede ser deseable o apropiado inmunosuprimir farmacolégicamente a un paciente
antes de iniciar una terapia celular y/o reducir una respuesta inmune de un sujeto contra la composicion celular. Esto
puede lograrse mediante el uso de agentes inmunosupresores sistémicos o locales, o puede lograrse suministrando
las células en un dispositivo encapsulado. Las células pueden encapsularse en una capsula que sea permeable a los
nutrientes y oxigeno requeridos por la célula y a factores terapéuticos, pero la célula es impermeable a factores
humorales inmunitarios y células. Por ejemplo, el encapsulante es hipoalergénico, se situa de manera sencilla y estable
en un tejido diana y proporciona una proteccién afiadida a la estructura implantada. Estos y otros medios para reducir
o eliminar una respuesta inmune a las células trasplantadas son conocidos en la técnica. Como alternativa, es posible
modificar genéticamente las células para reducir su inmunogenicidad.

Composiciones de factores solubles

En un ejemplo, los sobrenadantes o factores solubles derivados de células STRO-1* y/o derivados de células de
progenie se administran en forma de una composicion, por ejemplo, que comprende un vehiculo y/o excipiente
adecuado. En un ejemplo, el vehiculo o excipiente no afecta negativamente el efecto bioldgico de los factores solubles
o el sobrenadante.

En un ejemplo, la composicién comprende una composicién de materia para estabilizar un factor soluble o un
componente de sobrenadante, por ejemplo, un inhibidor de proteasa. En un ejemplo, el inhibidor de proteasa no esta
incluido en una cantidad suficiente para tener un efecto adverso en un sujeto.

Las composiciones que comprenden sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1* y/o derivados
de células de su progenie se pueden preparar como suspensiones liquidas apropiadas, por ejemplo, en medio de
cultivo o en un vehiculo estable o una disoluciéon tamponada, por ejemplo, tampdn fosfato salino. Los vehiculos
adecuados se describen anteriormente en esta invencion. En otro ejemplo, suspensiones que comprenden
sobrenadantes o factores solubles derivados de células STRO-1* y/o derivados de células de su progenie son
suspensiones oleosas para inyeccion. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites grasos tales
como aceite de sésamo; o ésteres de acido graso sintético tales como oleato de etilo o triglicéridos; o liposomas. Las
suspensiones que se usan para inyeccién pueden contener también sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension puede
contener también estabilizantes o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la
preparacion de disoluciones altamente concentradas.

Las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el sobrenadante o factores solubles en la

cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente,
segun se requiera, seguido de esterilizacion por filtracion.
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Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el sobrenadante o factores solubles a un vehiculo estéril
que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos enumerados
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacién de disoluciones inyectables estériles, los
procedimientos de preparacion ejemplares son secado a vacio y liofilizacion, que procuran un polvo del principio activo
mas cualquier ingrediente adicional deseado de una disolucién previamente esterilizada por filtracién. Segudn un
ejemplo alternativo de la descripcion, el sobrenadante o factores solubles pueden formularse con uno o mas
compuestos adicionales que potencien su solubilidad.

Otros vehiculos o excipientes ejemplares se describen, por ejemplo, en Hardman y col., (2001) Goodman and Gilman,
The Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, Nueva York, N. Y.; Gennaro (2000) Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams y Wilkins, Nueva York, N. Y.; Avis y col., (eds.) (1993) Pharmaceutical
Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Lieberman y col., (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage
Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Liebermany col., (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems,
Marcel Dekker, NY; Weiner y Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N. Y.

Las composiciones terapéuticas deberian ser tipicamente estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicion puede formularse en forma de disolucion, microemulsion, liposoma u otra estructura
ordenada. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La
fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol o cloruro sddico en la composicion. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr
incluyendo en la composicién un agente que retarde la absorcién, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.
Ademas, los factores solubles pueden administrarse en una formulacion de liberacion retardada, por ejemplo en una
composicion que incluye un polimero de liberacién lenta. Los compuestos activos pueden prepararse con vehiculos
que protegeran al compuesto frente a una liberacion rapida, tal como una formulacién de liberacién controlada,
incluyendo implantes y sistemas de suministro microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables
biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, &cido
polilactico y copolimeros polilactico-poliglicélico (PLG). Muchos procedimientos para la preparacion de tales
formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos por los expertos en la materia.

El sobrenadante o factores solubles se pueden administrar en combinacién con una matriz apropiada, por ejemplo,
para proporcionar liberacion lenta de los factores solubles.

Componentes adicionales de las composiciones

El sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1*, las células STRO-1* o su progenie se pueden
administrar con otros farmacos o moléculas biolégicas beneficiosos (factores de crecimiento, factores tréficos). Cuando
se administran con otros agentes, pueden administrarse conjuntamente en una sola composiciéon farmacéutica, o en
composiciones farmacéuticas separadas, simultanea o secuencialmente con los otros agentes (antes o después de la
administracion de los otros agentes). Los factores bioactivos que pueden coadministrarse incluyen agentes
antiapoptoticos (por ejemplo, EPO, mimeticuerpos de EPO, TPO, IGF-l1 y IGF-Il, HGF, inhibidores de caspasa);
agentes antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores de p38 MAPK, inhibidores de TGF-beta, estatinas, inhibidores de
IL-6 e IL-1, PEMIROLAST, TRANILAST, REMICADE, SIROLIMUS y AINE (farmacos antiinflamatorios no esteroideos;
por ejemplo, TEPOXALINA, TOLMETINA, SUPROFENO); agentes inmunosupresores/inmunomoduladores (por
ejemplo, inhibidores de calcineurina tales como ciclosporina, tacrolimus; inhibidores de mTOR (por ejemplo,
SIROLIMUS, EVEROLIMUS); antiproliferativos (por ejemplo, azatioprina, micofenolato de mofetilo); corticosteroides
(por ejemplo, prednisolona, hidrocortisona); anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales anti-receptor IL-2Ralfa
(por ejemplo, basiliximab, daclizumab), anticuerpos policlonales anti-linfocitos T (por ejemplo, anti-globulina de timocito
(ATG); anti-globulina de linfocito (ALG); anticuerpo monoclonal anti-linfocitos T OKT3)); agentes antitrombogénicos
(por ejemplo, heparina, derivados de heparina, urocinasa, PPack (dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona),
compuestos antitrombina, antagonistas de receptor de plaquetas, anticuerpos anti-trombina, anticuerpos anti-receptor
de plaquetas, aspirina, dipiridamol, protamina, hirudina, inhibidores de prostaglandina e inhibidores de plaquetas); y
antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina A, acido ascoérbico, tocoferol, coenzima Q-10, glutatién, L-cisteina, N-
acetilcisteina) asi como anestésicos locales.

En un ejemplo, una composicion como se describe en esta invencién con cualquier ejemplo comprende un agente
antiinflamatorio, un agente inmunomodulador, un agente inmunosupresor, un medicamento para el dolor o un
antibiético. En un ejemplo, el segundo agente terapéutico es un agente inmunomodulador. En otro ejemplo, el segundo
agente es un anticuerpo anti-CD3 (por ejemplo, OKT3, muronomab), un anticuerpo anti-receptor de IL-2 (por ejemplo,
basiliximab y daclizumab), un anticuerpo anti receptor de células T (por ejemplo, Muromonab-CD3), azatioprina, un
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inhibidor de la calcineurina, un corticosteroide, ciclosporina, metotrexato, mercaptopurina, micofenolato de mofetilo,
tacrolimus o sirolimus.

Alternativamente, o ademas, las células, los factores secretados y/o una composicion como se describe en esta
invencién segun cualquier ejemplo se combinan con un tratamiento conocido de una afeccién respiratoria, por ejemplo,
un esteroide o LABA.

En un ejemplo, una composicion farmacéutica como se describe en esta invencidon segun cualquier ejemplo
comprende un compuesto usado para tratar una afeccion respiratoria. Alternativamente, un método de
tratamiento/profilaxis como se describe en esta invencion segun cualquier ejemplo de la descripcién comprende
adicionalmente administrar un compuesto usado para tratar afecciones respiratorias. Los compuestos ejemplares se
describen en esta invencion y se deben tomar para aplicar mutatis mutandis a estos ejemplos de la presente
descripcion.

En otro ejemplo, una composicion como se describe en esta invencién segun cualquier ejemplo comprende
adicionalmente un factor que induce o potencia la diferenciacion de una célula progenitora en una célula vascular. Los
factores ejemplares incluyen factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés; por ejemplo, PDGF-BB), y FGF.

En otro ejemplo, una composicion como se describe en esta invencién segun cualquier ejemplo comprende
adicionalmente una célula comprometida especifica de tejido (TSCC, por sus siglas en inglés). A este respecto, la
solicitud internacional de patente n.° PCT/AU2005/001445 demuestra que la administracion de una TSCC y una célula
STRO-1* puede producir la proliferacién potenciada de la TSCC. En un ejemplo, la TSCC es una célula vascular. La
administracion de dicha composicion a un sujeto puede dar pie a una mayor produccién de vasculatura, por ejemplo,
dando pie a una mayor administracion de nutrientes al tejido afectado.

Dispositivos médicos

La presente descripcion también proporciona dispositivos médicos para uso o cuando se usan en un procedimiento
como se describe en esta invencién segun cualquier ejemplo. Por ejemplo, la presente descripcion proporciona una
jeringa o catéter u otro dispositivo de administracion adecuado que comprende células STRO-1* y/o células de su
progenie y/o factores solubles de las mismas y/o una composicidn como se describe en esta invencién segun cualquier
ejemplo. Opcionalmente, la jeringa o catéter o inhalador se empaqueta con instrucciones para su uso en un método
como se describe en esta invencion segun cualquier ejemplo.

En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un implante que comprende células STRO-1* y/o células de su
progenie y/o factores solubles de las mismas y/o una composicién como se describe en esta invencién segun cualquier
ejemplo. De manera opcional, el implante estda empaquetado con instrucciones para uso en un método como se
describe en esta invencién segun cualquier ejemplo. Los implantes adecuados se pueden formar con un armazoén, por
ejemplo, como se describe en esta invencion y células STRO-1* y/o células de su progenie y/o factores solubles
obtenidos de las mismas.

Modos de administracién

El sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1*, células STRO-1* o progenie de las mismas pueden
implantarse quirdrgicamente, inyectarse, inhalarse, administrarse (por ejemplo, mediante un catéter o jeringa), o
administrarse de otro modo directa o indirectamente al sitio que necesita reparacion o aumento, por ejemplo, en un
pulmén.

En un ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1*, células STRO-1* o la progenie de
las mismas se entregan al torrente sanguineo de un sujeto. Por ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados
de células STRO-1*, células STRO-1* o su progenie se entregan parenteralmente. Entre las vias de administracion
parenteral ejemplares se incluyen, sin caracter restrictivo, las vias intraperitoneal, intraventricular,
intracerebroventricular, intratecal, o intravenosa. En un ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados de
células STRO-1*, células STRO-1* o la progenie de las mismas se administran intraarterialmente, en una aorta, en
una auricula o ventriculo del corazén o en un vaso sanguineo, por ejemplo, por via intravenosa. En este sentido, se
ha demostrado que las células STRO-1* migran a sitios de lesion y/o a los pulmones.

En el caso de administracion de células en un atrio o ventriculo del corazon, las células pueden administrarse en el

atrio o ventriculo izquierdo para evitar complicaciones que puedan surgir de la rapida administracion de células a los
pulmones.
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En un ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1*, células STRO-1" o la progenie de
las mismas se administran por via intravenosa.

En un ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1*, las células STRO-1* o su progenie
se inyectan en el sitio de administracién, por ejemplo, utilizando una jeringa o por medio de un catéter o una linea
central.

En un ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-1*, células STRO-1* o la progenie de
las mismas se administran por via intravenosa.

La eleccion de un régimen de administracion para una formulacidon terapéutica depende de distintos factores,
incluyendo la velocidad de recambio sérico o tisular de la entidad clinica, el nivel de los sintomas, y la inmunogenicidad
de la entidad clinica. En un ejemplo, un régimen de administracion maximiza la cantidad de células y/o factores
entregados al sujeto segun un nivel aceptable de efectos secundarios. En consecuencia, la cantidad de células y/o
factores administrados depende en parte de la entidad particular y la gravedad de la afeccion que se esta tratando.

En un ejemplo, el sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-17, las células STRO-1* o su progenie
se administran en una dosis de bolo unica. Como alternativa, el sobrenadante o factores solubles derivados de células
STRO-1*, las células STRO-1* o0 su progenie se administran mediante infusién continua, o mediante dosis a intervalos
de, por ejemplo, un dia, una semana, o 1-7 veces por semana. Un protocolo de dosis ejemplar es el que incluye la
dosis maxima o frecuencia de dosis que evita efectos secundarios no deseados significativos. Una dosis semanal total
depende del tipo y actividad del compuesto/célula que se esta utilizando. La dosis apropiada es determinada por un
médico clinico, por ejemplo, utilizando los parametros o factores que se sabe o se supone segun la técnica que afectan
el tratamiento o que se predice afectan dicho tratamiento. Generalmente, la dosis comienza con una cantidad algo
menor que la dosis 6ptima y luego se incrementa en pequefios incrementos hasta que se logra el efecto deseado u
6ptimo en relaciéon con cualquier efecto secundario negativo.

Los presentes inventores han demostrado los beneficios terapéuticos proporcionados por las células STRO-1* y/o la
progenie de las mismas y/o los factores solubles derivados de las mismas se observan durante al menos cuatro
semanas en un sujeto. En consecuencia, en algunos ejemplos, las células se administran semanalmente,
quincenalmente, una vez cada tres semanas o una vez cada cuatro semanas.

Segun ejemplos de la divulgacion dirigida a tratar o retrasar la progresién de una afeccién respiratoria, las células
STRO-1*y/o las células de la progenie de las mismas y/o los factores solubles derivados de las mismas se administran
después del diagnéstico del trastorno, por ejemplo, usando métodos estandar conocidos en la técnica y/o descritos en
esta invencion.

Para aquellos ejemplos dirigidos a prevenir o retrasar la aparicion de afecciones respiratorias, las células STRO-1* y/o
células de la progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas pueden administrarse antes del
diagnéstico clinico del trastorno.

En un ejemplo, un método de tratamiento de la descripcion comprende evaluar a un sujeto tratado para la mejora en
uno o mas parametros de la funcién pulmonar después de la administracion (por ejemplo, de 7 dias a 30 dias después),
donde los parametros de la funciéon pulmonar son volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV+1); capacidad vital
de volumen forzado (FVC); FEV1/FVC; flujo espiratorio maximo (PEF, por sus siglas en inglés); flujo espiratorio forzado
25 %-50 % 0 25 % 75 % (flujo promedio de aire que sale del pulmén durante la parte media de la espiracion); tiempo
de espiracion forzada (FET, por sus siglas en inglés); capacidad pulmonar total (TLC, por sus siglas en inglés);
capacidad de difusion, mondxido de carbono (DLCO); ventilacion voluntaria maxima; una mejora detectable en una o
mas radiografias de térax, tomografia computarizada, resonancia magnética, broncoscopia o una exploracion similar
(por ejemplo, mejora visible en la apariencia del pulmén); o una mejora detectable en el nivel de di6xido de carbono
detectable en la sangre (por ejemplo, movimiento de niveles de CO2 dentro de un intervalo normal). En un ejemplo, la
administracion da como resultado una mejora de uno o mas de los parametros de la funcion pulmonar (1) al 80 % o
mas de lo esperado; o (2) en al menos 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 50 %. En un ejemplo, el método
comprende identificar cualquiera de los parametros que, antes de la administracién, son inferiores al 80 % de los
valores esperados para un individuo de la misma altura y peso, y evaluar dichos parametros después del tratamiento,
donde el tratamiento resulta en la mejora de uno o méas de dichos parametros de funcién pulmonar (1) a 80 % o mas
de lo esperado; o (2) en al menos 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 50 %.

La presente descripcion incluye los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos
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Ejemplo 1: Inmunoseleccion de MPC por seleccion de células STRO-3*

Se recolecta médula ésea (MO) de voluntarios adultos sanos normales (20-35 afios de edad). En resumen, se aspiran
40 ml de MO de la cresta iliaca posterior en tubos que contienen anticoagulante de litio-heparina.

Se preparan BMMNC mediante separacion por gradiente de densidad usando Lymphoprep™ (Nycomed Pharma,
Oslo, Noruega) tal como se describié anteriormente (Zannettino, A.C. y col., (1998) Blood 92: 2613-2628). Después
de centrifugacién a 400 x g durante 30 minutos a 4 °C, se retira la capa leucocitica con una pipeta de transferencia y
se lavan tres veces con “HHF” compuesto por solucion salina equilibrada de Hank (HBSS; Life Technologies,
Gaithersburg, MD), que contiene suero fetal de ternero al 5 % (FCS, CSL Limited, Victoria, Australia).

Posteriormente, se aislaron células STRO-3* (o TNAP*) por clasificacion celular activada magnéticamente tal como se
describié anteriormente (Gronthos y col., (2003) Journal of Cell Science 116: 1827-1835; Gronthos, S. y Simmons,
P.J. (1995) Blood 85: 929-940). Brevemente, se incuban aproximadamente 1-3 x 108 BMMNC en tampon de bloqueo,
consistente en suero de conejo normal al 10 % (v/v) en HHF durante 20 minutos en hielo. Se incuban las células con
200 pl de una solucién 10 pg/ml de AcM STRO-3 en tampdn de bloqueo durante 1 hora en hielo. Posteriormente, las
células se lavan dos veces con HHF por centrifugacion a 400 x g. Se afiade una dilucion de 1/50 de y-biotina antimurina
de cabra (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, RU) en tampén HHF y se incuban las células durante 1
hora sobre hielo. Se lavan las células dos veces con tampén de MACS (PBS exento de Ca?* y Mn?* suplementado
con BSA al 1 %, EDTA 5 mM y azida de sodio al 0,01 %) como se indicé anteriormente y se vuelven a colocar en
suspensién en un volumen final de 0,9 ml de tampén de MACS.

Se afiaden cien pl de microperlas de estreptavidina (Miltenyi Biotech; Bergisch Gladbach, Alemania) a la suspension
celular y se incuba en hielo durante 15 minutos. La suspension celular se lava dos veces y se vuelve a colocar en
suspensién en 0,5 ml de tampdn de MACS y, a continuacion, se carga en una mini-columna de MACS (Columnas MS,
Miltenyi Biotec), y se lava tres veces con 0,5 ml de tampon de MACS para recuperar las células que no se unieron al
mAb STRO-3 (depositadas el 19 de diciembre de 2005 en la Recolecciéon Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC,
por sus siglas en inglés) con numero de acceso al depodsito PTA-7282 - véase la publicacién internacional n.° WO
2006/108229). Después de la adicion de 1 ml adicional de tampdn de MACS, se retira la columna del iman y se aislan
las células TNAP* por presion positiva. Puede tefirse una alicuota de células de cada fraccién con estreptavidina-
FITC y valorarse la pureza por citometria de flujo.

Ejemplo 2: Las células seleccionadas mediante mAb STRO-3 son células STRO-1rillante,

Se disefiaron experimentos para confirmar el potencial de uso del mAb STRO-3 como reactivo Unico para el
aislamiento de células STRO-1brillante,

Dado que el de STRO-3 (IgG1) es un isotipo diferente al de STRO-1 (IgM), se valor6 la capacidad de STRO-3 de
identificar CFU-F clonogénicas mediante analisis FACS de dos colores basado en su coexpresion con células STRO-
1* aisladas usando el procedimiento de MACS (Figura 1). El histograma de grafico de puntos representa 5 x 104
eventos recogidos como datos en modo de lista. Se establecieron las lineas vertical y horizontal a niveles de
reactividad de <1,0 % de fluorescencia media obtenidos con los anticuerpos de control de isotipo coincidente, 1B5
(IgG) y 1A6.12 (IgM) tratados en las mismas condiciones. Los resultados demuestran que una poblacién menor de
células STRO-1Yrilante coexpresd TNAP (cuadrante superior derecho) mientras que las células STRO-1* restantes no
reaccionaron con el mAb de STRO-3. Posteriormente, las células aisladas mediante FACS de los cuatro cuadrantes
se analizaron para determinar la incidencia de CFU-F (Tabla 1).

Tabla 1: Enriquecimiento de células de médula 6sea humana por analisis FACS de color doble basado en la
coexpresion de los marcadores de superficie celular STRO-1 y TNAP (véase la Figura 1). Se cultivaron células
clasificadas por FACS en condiciones clonogénicas estandar en alfa-MEM suplementado con FCS al 20 %. Los datos
representan el numero medio de células formadoras de colonias (CFU-F) el dia 14 por 10° células sembradas + EE
(n= 3 aspirados de médula 6sea diferentes). Estos datos sugieren que las MPC humanas estan exclusivamente
restringidas a la fraccion positiva de TNAP de MO que coexpresa el antigeno de STRO-1 fuertemente.

Fraccion de médula 6sea |Frecuencia de CFU-F/10 5células | Enriquecimiento (aumento en veces)

BMMNC no fraccionadas |[11,0+2,2 1,0
TNAP*/STRO-1brillante 4,511 + 185 410
TNAP*/STRO-1°paca 0,0 0,0
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Ejemplo 3: Aplicacion terapéutica de las MPC ovinas en un modelo ovino de asma ovina

3.1 Procedimientos

5 Se seleccion6 un modelo de asma alérgica del acaro del polvo doméstico (HDM) para el asma alérgico para estudiar
el efecto de las MPC en el asma porque utiliza un alérgeno que es clinicamente relevante para los humanos. Otros
modelos de asma sufren de deficiencias. Por ejemplo, el modelo de desafio OVA de ratén usa un alérgeno que no es
clinicamente relevante para los humanos, el patron y la distribucion de la inflamacion pulmonar es diferente de los
observados en los humanos, se observan inflamacion/remodelacion pulmonar y panquimatosa y no se observan

10 grandes aumentos en el musculo liso de las vias respiratorias a diferencia del asma crénica en humanos. Del mismo
modo, el modelo de asma en ovejas Ascaris no utiliza un antigeno clinicamente relevante y tiene una respuesta
neutrofilica fuerte junto con una respuesta eosindfila comparativamente débil al alérgeno (Ascaris suum) normalmente
no expuesto en humanos.

15 El asma se inicié en ovejas mediante la administracion de tres inyecciones subcutaneas de antigeno de acaros del
polvo doméstico (50 pg) con alumbre con dos semanas de diferencia. Luego se seleccionaron las ovejas que
mostraban respuestas de IgE altas detectadas por ELISA, con un aumento de 1,5 veces en los niveles de IgE después
de la administracién de antigeno considerado como una “respuesta de IgE alta”.

20 Enlos dias 7, 28 y 49, las ovejas recibieron exposiciones a aerosol con el antigeno de acaros del polvo doméstico (5
ml que contiene 200 pg/ml de antigeno) usando un nebulizador conectado a un ventilador mecanico. El ventilador
mecanico ayuda a las ovejas a respirar durante 10 minutos a 20 respiraciones por minuto para que cada oveja reciba
una dosis de 200 respiraciones de antigeno en aerosol por exposicion. Se ha demostrado previamente que esta
exposicion es suficiente para inducir respuestas asmaticas e inflamatorias en ovejas.

25
En los dias 7, 28 y 49, la hiperreactividad bronquial se cuantificé calculando la respuesta a la dosis a concentraciones
crecientes del broncoconstrictor carbachol. El intervalo de dosis esperado para esta prueba es entre 5 y 300
respiraciones de 1 mg/ml de carbacol en aerosol para dar un aumento del 100 % en la resistencia.

30 También se midieron las respuestas asmaticas de fase temprana, con un intervalo esperado de respuestas entre 50 %
y 900 % de cambio en la resistencia después de la administracion de antigeno en comparacioén con los valores basales
(administracién previa al antigeno).

Las ovejas fueron aleatorizadas en cuatro grupos como se muestra en la Tabla 2, de modo que todos los grupos

35 contienen ovejas con un intervalo similar de respuestas fisiolégicas. Las MPC ovinas (pase 5) en
ProFreeze ™/DMSO/aMEM se diluyeron en solucién salina y luego se administraron a los grupos relevantes el dia 63
(dos semanas después de la administracion de la tercera exposicion a antigeno en aerosol). Un resumen del protocolo
de tratamiento se muestra en la Figura 3.

40 Tabla 2: Grupos de tratamiento

Grupo Cantidad de Tratamiento
animales

Tipo Dosis

A 10 Alérgenos de acaros del polvo doméstico y 25 millones de
MPC MPC

B 11 Alérgenos de acaros del polvo doméstico y 75 millones de
MPC MPC

C 10 Alérgenos de acaros del polvo doméstico y 150 millones de
MPC MPC

D 11 Alérgenos de acaros del polvo doméstico y N/A

solucidn salina (control)

Las MPC ovinas se administraron por infusion intravenosa (100 ml/30 minutos) en la vena yugular. Las ovejas fueron
45 estimuladas nuevamente una y cuatro semanas (dias 70 y 91, respectivamente) con alérgenos de acaros del polvo
doméstico.
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La medicion de la funcién pulmonar basal (respuesta asmatica temprana [EAR]) se realizé evaluando las presiones
esofagicas y traqueales y los flujos de aire pulmonar para calcular la resistencia de las vias respiratorias, como se
describié anteriormente por Koumoundouros y col., Exp. Lung Res., 32: 321-330, 2006. En este protocolo, se insertd
un catéter con globo por via nasal en el eséfago inferior para medir la presion esofagica (es decir, la presion externa).
Para medir la presion de las vias respiratorias internas, se colocé un catéter traqueal en un tubo endotraqueal insertado
nasalmente. El flujo de aire se midi6 a través de un neumotacégrafo (Hans Rudolph, Kansas City, EE. UU.) conectado
al extremo proximal del tubo endotraqueal. Los catéteres esofagicos y traqueales y el neumotacégrafo se conectaron
a transductores diferenciales que permiten medir la presion transpulmonar junto con el flujo de aire. Los datos digitales
de estas grabaciones se analizaron en un programa de software personalizado Labview Pty Ltd, para registrar la
resistencia de las vias respiratorias respiracion por respiracion. La broncoconstriccion inducida por alérgenos se midio
en ovejas mediante el analisis de los cambios de resistencia de las vias respiratorias en momentos especificos
después de una exposicion a aerosol con HDM. Los valores de resistencia se registraron durante una hora
inmediatamente después de esta exposicion, para evaluar la respuesta asmatica de fase temprana (EAR), luego se
volvieron a grabar 6 horas después de la exposicion para evaluar las respuestas asmaticas de 6 horas. Los resultados
para EAR se expresan como el cambio porcentual en la resistencia de las vias respiratorias desde los valores de
resistencia basales después de una exposicion a solucién salina en aerosol hasta los valores de resistencia pico
durante la primera hora después de la exposicion con HDM. Los datos de LAR se expresan como el cambio porcentual
en la resistencia de las vias respiratorias desde los valores de resistencia basales hasta los valores de resistencia
promedio medidos seis horas después del desafio con HDM.

La hiperreactividad bronquial (BHR), también llamada hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR), es una medida
de la reactividad del cierre de las vias respiratorias en respuesta a un estimulante no especifico. Las vias respiratorias
asmaticas son notablemente nerviosas y reaccionan a dosis relativamente bajas de agentes broncoconstrictores, como
los agonistas colinérgicos carbacol y metacolina. En ovejas, BHR se evalué antes del inicio del periodo de exposicion
a HDM, y luego después de varias semanas de exposiciones a HDM. Esto se logré administrando el broncoconstrictor
carbachol en un intervalo de dosis de aerosol duplicadas (0,25 %-4 % p/v de carbachol) y midiendo los cambios en la
resistencia de las vias respiratorias inmediatamente después de cada dosis de carbachol. Los resultados se
expresaron como la concentracion de aerosol de carbacol necesaria para aumentar la resistencia de las vias
respiratorias en un 100 % desde el inicio o se ha alcanzado la dosis maxima de carbicol. La concentracion de la dosis
administrada de carbacol se midié en unidades de respiracion (BU, por sus siglas en inglés); una BU es un soplo de
1% plv de carbachol. Las ovejas que se han sensibilizado en los pulmones a HDM generalmente tienen
broncoconstriccién con dosis relativamente bajas de carbacol.

Se recogieron aproximadamente 20-30 ml de sangre en el dia 7 (valor basal de entrada al estudio) y 24 horas después
de la prueba BHR (dias 2, 51, 72, 93) y se realizaron los siguientes ensayos:

» Hematologia y coagulacion: recuento de glébulos rojos (GR), recuento de glébulos blancos (GB), hemoglobina (Hb),
hematocrito, plaquetas, neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos, basofilos, fibrindgeno.

» Biogquimica: sodio, potasio, cloruro, bicarbonato, glucosa, creatinina, calcio, magnesio, fosfato, proteinas totales,
albumina, bilirrubina total, aspartato transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT), gamma-glutamil transpeptidasa
(GGT).

* Prueba de citocinas: Citocinas (TNF-a e IFN-y)

Las muestras de suero recogidas en el dia 49, dia 63 y dia 91 se analizaron para determinar la presencia de IgE
mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas estandar (ELISA).

Se recogieron células de lavado broncoalveolar (BAL) infundiendo 10 ml de solucién salina en el pulmén izquierdo
usando un broncoscopio de fibra optica y recuperando células y liquido BAL. Las células BAL se tifieron
diferencialmente con tincion de Haem Kwik (HD Scientific Pty Ltd.) para determinar los porcentajes de los diversos
leucocitos presentes. BAL se realiz6 el dia 7 (inicio de estudio) y 24 h después de la prueba BHR (dias 2, 51, 72, 93).

Los animales se sacrificaron usando una sobredosis de pentobarbitona sédica (al menos 200 mg/kg; es decir, 20 ml
de una solucién de 400 mg/ml por cada 40 kg de ovejas.

La necropsia y la recoleccion de tejidos se realizan en todos los animales que mueren o son sacrificados.

Se recogieron muestras de tejido en la necropsia (dia 93) del campo pulmonar caudal izquierdo, y se congelaron en
medio de inclusion OCT en moldes en bandejas de aluminio que flotaban sobre nitrégeno liquido para
inmunohistoquimica. Se congelaron dos bloques de tejido por pulmén de oveja. Las secciones congeladas (5 um) se
tineron usando mAbs contra las moléculas de superficie celular de oveja CD4, CD8, CD45R, yd € IgE. Los eosindfilos
se identificaron después de la tincion de tejido con peroxidasa enddgena y se contratifieron con hematoxilina y eosina-
y. Las células individuales se examinaron y contaron en el parénquima, la lamina propia de las vias respiratorias y la
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pared externa de las vias respiratorias para cada oveja, y se expresaron como el nimero de células por mm? de tejido
examinado. Para los tipos de células de alta densidad, se contaron al menos cien células en las areas respectivas,
con un aumento de 200 veces, para determinar la densidad celular. Para los tipos de células de baja densidad, la
densidad se calcul6 a partir de campos no superpuestos tomados de todas las areas relevantes de la seccién completa.
Todos los calculos de identificacion, conteo y densidad de células fueron realizados por observadores que estaban
cegados a los grupos de tratamiento.

3.2 Resultados

Respuesta asmatica de fase temprana (EAR) en ovejas asmaticas sensibilizadas con HDM en el pretratamiento
1y 4 semanas después de una infusién intravenosa tinica de oMPC o solucién salina.

Las ovejas que recibieron 150 millones de oMPC habian mejorado significativamente la funcion pulmonar durante la
hora posterior a la exposicion a alérgenos en el punto de tiempo de tratamiento de 4 semanas después de oMPC
(Figura 4A, B y C). La mejora en la funcién pulmonar a las 4 semanas después del punto de tiempo del tratamiento
con oMPC se manifestd como una reduccion del 57,1 % en la EAR después de la exposicién al alérgeno en
comparacion con la EAR del tratamiento anterior a la oMPC (p <0,05 (Figura 4A y C).

Respuesta asmatica de fase tardia (LAR) en ovejas asmaticas sensibilizadas con HDM en el pretratamiento, 1
y 4 semanas después de una infusion intravenosa unica de oMPC o solucién salina

El grupo de control de solucién salina mostré una tendencia hacia el aumento de LAR a las seis horas después de la
exposicion con alérgenos cuando se evalué en los puntos de tiempo de 1 semana y 4 semanas en comparacion con
los valores de pretratamiento (Figura 5A). El grupo de tratamiento de 25 millones de oMPC se asoci6é con una
disminucion significativa en LAR de 6 horas en la semana 1 en comparacién con los valores previos al tratamiento
(Figura 5A). Los 75 y 150 millones de grupos de tratamiento con oMPC experimentaron una tendencia hacia una
disminucion en LAR de 6 horas en los puntos de tiempo posteriores al tratamiento de 1 y 4 semanas en comparacion
con los valores previos al tratamiento. En la Figura 5B se muestra un grafico resumen que muestra los cambios
comparativos entre los grupos de tratamiento en LAR de 6 horas. Al evaluar el cambio relativo en LAR por un cambio
porcentual desde el tratamiento previo al tratamiento de seguimiento, el cambio porcentual en LAR en el grupo de
dosis de 25 millones de oMPC mejoro6 significativamente en comparacién con el control en el punto de tiempo de 1
semana (p <0,05, Figura 5B). Se mostraron tendencias similares para LAR de 6 horas en el punto de tiempo de
tratamiento de 4 semanas después de oMPC (Figura 5C).

Hiperreactividad bronquial (BHR) en ovejas asmaticas en pretratamiento, 1 y 4 semanas después de una
infusion intravenosa unica de oMPC o solucidn salina

El grupo de control que recibio tratamiento con vehiculo de solucion salina en lugar de oMPCs no experimenté cambios
significativos en BHR en los puntos de tiempo de 1 semana y 4 semanas (Figura 6A, B, C y D). El grupo de ovejas
que recibié 75 millones de oMPC habia mejorado significativamente los indices de BHR en los puntos de tiempo de 1
y 4 semanas después del tratamiento con oMPC en comparacion con BHR medido antes del tratamiento con oMPC
(Figura 6A). Las diferencias entre el pretratamiento y los puntos temporales de 1 y 4 semanas fueron estadisticamente
significativas cuando todos los grupos de tratamiento se agruparon en un analisis post hoc (Figura 6D).

Analisis de liguido de lavado broncoalveolar (BAL): perfil celular _inflamatorio en liguido BAL en ovejas
asmaticas en pretratamiento 1 y 4 semanas después de una infusion intravenosa unica de oMPC o solucién
salina

Se tomaron muestras del lavado broncoalveolar (BAL) dos dias después de la exposicion con alérgenos a la semana
1y 4 semanas después del tratamiento con oMPC o con control de solucion salina. En todas las ovejas utilizadas en
este ensayo, el porcentaje medio de referencia de eosindfilos de las células BAL totales muestreadas antes de la
exposicion con alérgenos y el tratamiento con células madre es del 4,5 %. El porcentaje medio de eosindfilos en el
BAL de todas las ovejas muestreadas 2 dias después de las exposiciones con alérgenos y antes de los tratamientos
con células madre o solucién salina (es decir, el porcentaje medio de pretratamiento de los eosindfilos BAL) es del
15,0 %. El andlisis de los eosindfilos en el liquido BAL recuperado de las ovejas de prueba 2 dias después de una
exposicion con alérgenos y después del tratamiento con oMPC revelé que habia una diferencia significativa entre el
pretratamiento y los puntos de tiempo de 1 semana para las ovejas infundidas con 25 millones de oMPC (Figura 7A'y
B). Para los grupos tratados con 75 millones y 150 millones de oMPC, las diferencias en los numeros de eosindfilos
en el liquido BAL entre el pretratamiento y los puntos temporales de 1 y 4 semanas no alcanzaron significacion
estadistica. Sin embargo, las diferencias entre los eosinofilos BAL previos y posteriores al tratamiento en los puntos
temporales de 1 y 4 semanas fueron estadisticamente significativas cuando los tres valores de tratamiento se
agruparon en un analisis post hoc (Figura 7E).
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En todas las ovejas utilizadas en este ensayo, el porcentaje medio de neutrdéfilos del total de células BAL muestreadas
dos dias después de la exposicidon con alérgenos, y antes de los tratamientos con células madre o solucién salina, es
relativamente bajo, 0,89 %. Los porcentajes de neutrofilos en el liquido BAL fueron significativamente mas bajos en el
punto de tiempo de 1 semana después de oMPC, en comparacién con los valores de pretratamiento, para las ovejas
tratadas con 25 y 150 millones de oMPC (Figura 8A). Para el grupo de 75 millones de oMPC, los porcentajes de
neutrofilos en el liquido BAL fueron significativamente mas bajos en el punto temporal de 4 semanas después de
oMPC, en comparacion con los valores previos al tratamiento (Figura 8A).

El analisis de citospot de linfocitos y macréfagos en el liquido BAL recuperado de todas las ovejas de prueba 2 dias
después de una prueba de alérgenos revelé que no habia diferencias significativas entre los grupos para ninguno de
estos tipos de células en el liquido BAL (Figuras 9-10).

IgE especifica de HDM en sueros de ovejas asmaticas en el pretratamiento, 1 y 4 semanas después de una
infusion intravenosa Unica de oMPC o solucion salina

Dado que el asma inducida por alérgenos se asocia con IgE especifica de alérgenos, los niveles de IgE especifica de
HDM circulante en el suero de todas las ovejas se evaluaron antes de la administracion de oMPC, y en dos momentos
después, los tratamientos de oMPC en las semanas 1y 4 (Figura 11A). Los resultados muestran que la dosis de 150
millones de oMPC fue efectiva para reducir significativamente la IgE especifica de HDM 1 semana después del
tratamiento con oMPC en comparacion con los niveles de pretratamiento de IgE especifica de HDM (Figura 11A). Los
tratamientos con 25 y 75 millones de oMPC redujeron significativamente la IgE especifica para HDM 4 semanas
después del tratamiento con oMPC en comparacion con los niveles de pretratamiento de IgE especifica para HDM.
Los niveles de IgE especifica de HDM disminuyeron ligeramente en las ovejas de control tratadas con solucion salina
en los puntos de tiempo de 1 y 4 semanas en comparacion con los valores de pretratamiento; sin embargo, esta
diferencia no fue significativa (Figura 11A). En la Figura 11 B y C. se muestra una comparacion entre las ovejas control
y las ovejas infundidas con diferentes dosis de oMPC que evaluaron el cambio porcentual en los niveles de IgE en los
sueros desde el pretratamiento hasta la tierra 4 semanas después del tratamiento.

Analisis _inmunohistoldgico del tejido pulmonar: perfil celular _inflamatorio en los pulmones de ovejas
asmaticas 4 semanas después de una infusion intravenosa unica de oMPC o solucidn salina

La inmunohistoquimica se realizé en tejidos pulmonares muestreados en la autopsia del I6bulo caudal izquierdo de la
oveja de ensayo. Se uso6 un panel de marcadores de anticuerpos en la superficie celular en secciones de tejido para
identificar CD4, CD8 y subconjuntos de células T positivas para yd, células positivas para CD45R y células positivas
para IgE (identifica los mastocitos). Los eosindfilos se identificaron como células de tincidon con peroxidasa positiva.
Las densidades relativas de estos tipos de células se evaluaron en tres ubicaciones pulmonares separadas que
comprenden: el parénquima que incluia tejido no de las vias respiratorias, como espacios alveolares y paredes
alveolares; la ldmina propia de la pared de las vias respiratorias que restringio el analisis de densidad celular al area
de la pared de las vias respiratorias entre el epitelio luminal y el limite interno del haz de musculo liso de la via aérea;
y toda la pared de las vias respiratorias que incluia recuentos de densidad entre el epitelio luminal de las vias
respiratorias y la adventicia externa que bordea los alvéolos.

Un analisis de eosindfilos positivos para peroxidasa en secciones de tejido pulmonar muestreadas de ovejas asmaticas
indica que la densidad de eosindfilos en la pared de las vias respiratorias de las ovejas tratadas con 150 millones de
oMPC fue significativamente menor en comparacion con la densidad de eosindfilos en la pared de las vias respiratorias
de las ovejas de control tratadas con solucién salina (p <0,05). En general, estos datos indican que el tratamiento con
una dosis de 150 millones de oMPC administrado 4 semanas antes de la autopsia se asocié con una menor densidad
de eosindfilos positivos para peroxidasa en las paredes de las vias respiratorias expuestas a alérgenos.

Analisis histopatoldgico: infiltracion de eosindfilos en los pulmones de ovejas asmaticas 4 semanas después
de una infusién intravenosa tnica de oMPC o solucidon salina y 24 horas después de la nueva exposicion a

HDM

Los tejidos pulmonares se tifieron con el método histoldgico Luna que identifica a los eosindfilos al tefiir los granulos
de eosindfilos de un color rojo distintivo, con el tejido de fondo tefido de azul.

El analisis de los hallazgos de restos luminales bronquiolares/eosindfilos y atelectasias con eosindfilos en los pulmones
craneales y caudales no revel6 diferencias significativas entre los animales de control y tratados. El andlisis de los
hallazgos en los I6bulos pulmonares craneales y caudales de las ovejas de control y tratadas reveld una tendencia
hacia una disminucién de los eosindfilos Luna positivos en animales del Grupo C (es decir, ovejas tratadas con 150
millones de oMPC). En el I6bulo craneal del pulmén izquierdo, la incidencia del nimero de ovejas que muestran
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eosindfilos positivos para Luna disminuyd de 5 en el grupo control a 3 ovejas en el grupo de 150 millones de oMPC.
En el l6bulo craneal derecho, la incidencia del nimero de ovejas que muestran eosindfilos positivos para Luna
disminuyé de 5 ovejas en el grupo control a 4 en el grupo tratado con 150 millones de oMPC. En el I6bulo caudal
izquierdo del pulmén, la incidencia en el nimero de ovejas con eosindfilos Luna positivos disminuyo de 5 ovejas en el
grupo control a 3 en el grupo tratado con 150 millones de oMPC. En el I6bulo caudal derecho del pulmén, la incidencia
en el numero de ovejas con eosindfilos positivos para Luna disminuy6 de 4 en el grupo control a 2 en el grupo tratado
con 150 millones de oMPC. No hubo diferencias en la incidencia de ovejas que muestran eosinodfilos Luna positivos
entre los grupos de dosis de 25 millones y 75 millones de oMPC y el grupo de control.

Se realizaron analisis post hoc para evaluar si la dosis de 150 millones de oMPC fue mas efectiva en general para
reducir la presencia de eosindfilos Luna positivos en comparacién con las ovejas de control. Este analisis se realizd
agregando el numero de ovejas que muestran una notable tinciéon de eosindfilos positivos para Luna para cada uno
de los cuatro Iébulos pulmonares examinados. Este andlisis mostré que, si bien hubo un menor niumero de ovejas que
mostraron patologia de eosindfilos positivos para Luna en el grupo de 150 millones de oMPC en comparacion con el
grupo de control tratado con solucion salina.

3.3 Discusién

El presente estudio evalué la seguridad y la eficacia de la terapia con oMPC en un modelo ovino de asma. Las ovejas
con altos niveles de anticuerpos IgE especificos de HDM en sus sueros, en comparacion con los niveles previos a la
inmunizacion, recibieron tres desafios de aerosol pulmonar completo con HDM durante un periodo de 6 semanas para
sensibilizar sus vias respiratorias al HDM. Las ovejas se asignaron al azar en cuatro grupos y se les administré solucion
salina (control) o una de las tres dosis de tratamientos con oMPC (25, 75 o 150 millones de oMPC) mediante infusion
intravenosa. Las ovejas fueron sometidas a HDM a los 7 y 28 dias después de sus respectivos tratamientos con oMPC
o solucion salina. La funcién pulmonar y los analisis de células BAL se evaluaron poco después de la nueva exposicion
a HDM en los puntos de tiempo indicados previamente. La infusion intravenosa de oMPC a 25, 75 o 150 millones de
oMPC fue bien tolerada y no tuvo eventos adversos asociados con la administracion de estas células.

En el estudio actual, la infusidn intravenosa de una dosis Unica de oMPC se asocia con respuestas fisiologicas
generalmente menos graves a las exposiciones a alérgenos en comparacién con el control de ovejas. Por ejemplo,
hubo una atenuacién estadisticamente significativa de las respuestas de la funcién pulmonar EAR a las cuatro
semanas después del tratamiento con 150 millones de oMPC. Curiosamente, la reduccion significativa en la EAR se
retrasé y se observo a las 4 semanas después del tratamiento con MPC en el grupo de tratamiento de 150 millones
de oMPC. Sin estar sujeto a ninguna teoria o modo de accion, este efecto retardado se debe potencialmente a la larga
semivida de la IgE especifica para alérgenos de mastocitos unidos a membrana. Esto puede indicar que después de
que la IgE especifica de alérgeno finalmente se elimine de los mastocitos, las MPC pueden reducir la desgranulacion
de los mastocitos, lo que finalmente resulta en una reduccién de la EAR a las 4 semanas después del tratamiento con
oMPC.

Los tres grupos de tratamiento con oMPC generalmente tienen indices de funciéon pulmonar LAR atenuados a 1
semana después del tratamiento con oMPC en comparacion con el control. Un analisis de los datos agrupados de las
tres dosis diferentes de oMPC muestra que los tratamientos con oMPC mejoraron estadisticamente los indices de
funcién pulmonar BHR en comparacion con las ovejas infusionadas con solucién salina de control en los puntos de
tiempo de 1 semana y 4 semanas después del tratamiento. Por lo tanto, la mejora en los indices de funcién pulmonar
BHR para las ovejas tratadas con oMPC pareci6 persistir durante 4 semanas después de la infusién de oMPC. Esto
es consistente con la interpretacion de los datos de EAR del grupo de dosis de 150 millones que indica que los efectos
significativos del tratamiento de la infusién de oMPC son evidentes en el punto de tiempo de 4 semanas.

Sin estar sujetos a ninguna teoria 0 modo de accion, los efectos de los oMPC en la mejora de la funcién pulmonar en
ovejas con asma experimental pueden estar relacionados, al menos en parte, con la densidad algo menor de
eosindfilos en la pared de las vias respiratorias en estos animales tratados con oMPC. Los analisis morfométricos
cegados de las densidades tisulares de los eosindfilos en la pared de las vias respiratorias mostraron que el grupo
tratado con 150 millones de oMPC tenia una densidad significativamente menor de eosindfilos tisulares en
comparacion con las ovejas de control tratadas con solucién salina. Ademas, la dosis mas alta de oMPC fue efectiva
para reducir la densidad de eosindfilos de las vias respiratorias durante el periodo de estudio de 4 semanas, dado que
todos los datos morfométricos para los andlisis se obtuvieron en la autopsia cuatro semanas después de una dosis
unica de oMPCs.

Los resultados muestran que los tratamientos con oMPC estan asociados con niveles mas bajos de neutrdfilos en el
liqguido BAL. El porcentaje medio de neutrdfilos en las células BAL totales dos dias después de las exposiciones a
alérgenos en todas las ovejas de prueba antes del tratamiento es del 0,89 %. A partir de este porcentaje relativamente
bajo, los tratamientos de 25 y 150 millones de oMPC redujeron efectivamente el porcentaje de neutréfilos en el BAL
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en mas del 50 % en el punto de tiempo de 1 semana posterior a las oOMPC. A las 4 semanas posteriores a la
administracion de oMPC, el tratamiento con 75 millones de oMPC redujo significativamente los neutrofilos en el BAL.
La presencia de neutrofilos en el fluido BAL y las paredes de las vias respiratorias se ha asociado con la patologia de
ciertos fenotipos de asma.

Todas las ovejas utilizadas en el estudio se seleccionaron para el ensayo sobre la base de altos niveles de anticuerpos
IgE especificos de HDM en sus sueros siete dias después de la finalizacion de las inmunizaciones periféricas con
HDM, y por lo tanto solo se utilizaron ovejas sensibilizadas en el estudio. Es de destacar que el resultado muestra que
el tratamiento con oMPC atenua los anticuerpos IgE especificos de alérgenos y que los efectos duran cuatro semanas
después de una infusion unica de 25 o 75 millones de oMPC. En el grupo de 150 millones de oMPC, la amortiguacion
de IgE fue significativa 1 semana después de oMPC y se redujo en el punto de tiempo de muestreo de cuatro semanas.
Las ovejas de control tratadas con solucién salina no mostraron reducciones significativas en los niveles de IgE
especifica de HDM en suero en los puntos de tiempo de 1 o 4 semanas en comparacién con los valores de
pretratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Células STRO-1* y/o progenie de las mismas para su uso en el tratamiento o prevencién de una afeccién
respiratoria que reduce la funcién pulmonar y/o para tratar una alergia mediada por IgE y/o para reducir una respuesta
alérgica a un alérgeno y/o para inducir anergia a un alérgeno en un sujeto y/o para mejorar la funcién pulmonar en un
sujeto que padece una alergia, donde las células STRO-1* y/o la progenie de las mismas expresan fosfatasa alcalina
no especifica de tejido (TNAP).

2. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun la reivindicacion 1, donde la afeccién
respiratoria es una afeccion respiratoria aguda o una afeccion respiratoria crénica.

3. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion
2, donde la afeccion respiratoria es una afeccién respiratoria inflamatoria, una afeccion respiratoria obstructiva o una
afeccion respiratoria restrictiva.

4. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun la reivindicacion 3, donde la afeccién
o alergia respiratoria es una afeccién o alergia respiratoria obstructiva o una afeccioén o alergia inflamatoria pulmonar.

5. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun la reivindicacion 1, donde la afeccion
respiratoria es asma, tal como asma aguda, asma croénica, asma severa y/o asma refractaria, por ejemplo, el asma es
un asma refractaria a los agonistas beta de accion prolongada (LABA) o asma refractaria a esteroides.

6. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun la reivindicacion 3, donde la afeccién
respiratoria es una afeccion respiratoria restrictiva, por ejemplo, la afeccion respiratoria es fibrosis pulmonar idiopatica.

7. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun la reivindicacion 1, donde la alergia
es al alérgeno de acaros del polvo doméstico (HDM) o el alérgeno es HDM.

8. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 7, donde las células y/o progenie de las mismas deben administrarse sistémicamente, por ejemplo,
intravenosamente o intranasalmente.

9. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, donde las células y/o la progenie de las mismas deben administrarse una pluralidad de veces, por ejemplo, una
dosis adicional de las células y/o la progenie de las mismas se administraran cuando ocurra uno o mas de los
siguientes:

(i) un sujeto comienza a jadear y/o tos persistentemente y/o tiene opresién en el pecho y/o tiene dificultad para respirar;
(i) un sujeto muestra uno o mas de los siguientes cuando es evaluado por espirometro:
a) 20 % de diferencia en al menos tres dias en una semana durante al menos dos semanas;
b) 220 % de mejora del flujo maximo después del tratamiento con:
10 minutos de agonista 8 inhalado;
seis semanas de corticosteroides inhalados;
14 dias de 30 mg de prednisolona;
¢) 220 % de disminucion en el flujo maximo después de la exposicién a un desencadenante;
(iii) broncoscopia que muestra células anormales y/o sustancias extrafias y/o bloqueos en el tracto respiratorio de un
sujeto; o
(iv) tomografia computarizada del térax que muestra anomalias de los vasos sanguineos en los pulmones,
acumulacién de sangre o liquido en los pulmones, bronquiectasias, derrame pleural o neumonia.

10. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, formuladas para administrar entre 1 x 10% hasta 150 x 108 de células STRO-1* y/o progenie de las mismas.

11. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10 formuladas para administrar una dosis para el cuerpo entero de células STRO-1" y/o progenie de las mismas,
por ejemplo, una dosis de 150 x 10° de células STRO-1* y/o progenie de las mismas en 10 ml al sujeto.

12. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11, donde las células y/o progenie de las mismas son autogénicas o alogénicas.

13. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12, donde las células y/o la progenie de las mismas se han expandido en cultivo antes de su uso.
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14. Las células STRO-1* y/o progenie de las mismas para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 13, donde las células y/o progenie de las mismas son alogénicas.
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STRO-1 FITC

FIGURA 1
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(A) Respuesta asmatica de fase tardia (LAR), 6 horas
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(A) Hiperreactividad bronquial (BHR)
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(A) Porcentaje de eosinéfilos en liquido BAL (B) Eosinéfilos/ml de liquido BAL
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(A) Porcentaje de neutréfilos en liquido BAL
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(A) Porcentaje de linfocitos en liquido BAL
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(A) Absorbancia de IgE por ELISA en suero

1,54
* Bl Pretratamiento
B0 1 semana de pestralamiento

L] '
= 4 samanas de postralamianto
S 1,04 - P L
& [
€
o
2
I 0.5-

I‘LB} Cambio porcentual en absorbancia de IgE {C} Cambic porcentual en absorbancia de 1gE
1 semana do postratamients en comparacién con 4 somanas du pestratamionto en comparacion con

pretratamiento protratamiento

g &
g &

s 8
b

1 semana vs pretratamiento
{Cambio %)
o
4 semanas vs& pretratamiento
(Cambio %)
=

-]

Figura 11

45



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

