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DESCRIPCION
Tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped
Campo

Esta invencion es util para mejorar el injerto de células progenitoras hematopoyéticas, mejorar el trasplante de la
médula ésea y prevenir o reducir la enfermedad de injerto contra huésped. En una realizacion, la invencion se puede
usar para prevenir o aliviar las complicaciones posteriores al trasplante alogénico de la médula ésea, concretamente
enfermedad de injerto contra huésped en pacientes mamiferos, especialmente en pacientes humanos.

Antecedentes

El trasplante de la médula 6sea esta indicado siguiendo un procedimiento que destruye la médula 6sea. Por ejemplo,
después de una radiacion sistémica intensiva o quimioterapia, la médula 6sea es el primer objetivo que falla. Los
canceres metastasicos se tratan comunmente con quimioterapia muy intensiva, que tiene la intencion de destruir el
cancer, pero también destruye efectivamente la médula 6sea. Esto induce la necesidad de un trasplante de la médula
6sea. Sin embargo, el alivio de cualquiera pero las condiciones mas agudas que amenazan la vida que involucran
trastornos de la médula 6sea con trasplante de la médula 6sea se considera generalmente como demasiado
arriesgado, debido a la probabilidad del inicio de la enfermedad del injerto contra el huésped (GvHD).

La GvHD es un trastorno inmunolégico que es el factor principal que limita el éxito y la disponibilidad del trasplante
alogénico de la médula 6sea o de células madre. GvHD es una reaccion inflamatoria sistémica que causa
enfermedades cronicas y puede conducir a la muerte del mamifero huésped. En la actualidad, los trasplantes
alogénicos invariablemente corren un riesgo grave de GvHD asociada, incluso cuando el donante tiene un alto grado
de histocompatibilidad con el huésped.

La GvHD es causada por las células T del donante que reaccionan contra los antigenos huésped incompatibles
distribuidos sistémicamente, causando inflamacién poderosa. En GvHD, las células T adultas maduras que reconocen
las diferencias entre el donante y el huésped se activan sistémicamente. Los procedimientos actuales para prevenir y
tratar la GvHD implican la administracion de farmacos tales como ciclosporina-A y corticosteroides. Estos tienen
efectos secundarios graves, se deben administrar por periodos prolongados y son costosos de administrar y controlar.
También se han intentado utilizar el agotamiento de las células T para evitar la GvHD, pero esto requiere instalaciones
y experiencia sofisticadas y costosas. Un grado demasiado grande de agotamiento de las células T conduce a
problemas graves de fracaso del injerto de las células madre de la médula ésea, falla de la reconstitucion
hematopoyética, infecciones o recaidas. La deplecion mas limitada de células T deja atras a las células que todavia
son competentes para iniciar la GvHD. Como resultado, los procedimientos actuales para tratar la GvHD solo tienen
éxito en combinaciones limitadas de donantes y huéspedes, de modo que a muchos pacientes no se les puede ofrecer
un tratamiento potencialmente salvavidas.

Las células madre mesenquimales (MSC) exhiben una potente actividad inmunosupresora que se ha explotado con
éxito en el entorno clinico para tratar la enfermedad de injerto contra huésped (GvHD), una complicacion por lo demas
letal del trasplante de la médula ésea. Debido a la caracterizacién limitada, las preparaciones de MSC son bastante
heterogéneas y esto limita la magnitud de su inmunosupresion y, por lo tanto, el beneficio clinico.

El documento WO 2010/025506 A1 describe un procedimiento de trasplante de células precursoras hematopoyéticas
en un sujeto, en el que las células precursoras hematopoyéticas se cultivan en presencia de una poblacion de células
enriquecidas para células STRO-19"t para expandir las células precursoras hematopoyéticas, y administrar las
células precursoras hematopoyéticas expandidas al sujeto.

El documento WO 2008/036374 A2 describe la realizacion de trasplantes de células madre en pacientes que no han
sido inmunosuprimidos previamente.

Francois et al., 2005, Blood 106, Abstract 2305 divulgan que las células madre mesenquimales humanas Stro-1
positivas y Stro-1 negativas expresan diferentes niveles de inmunosupresion.

Resumen

En el trabajo que condujo a la presente invencion, los inventores compararon las preparaciones de células madre
mesenquimales y de células multipotenciales STRO-119" en términos de su efecto sobre GvHD. Sorprendentemente,
la preparacion de células multipotenciales STRO-1°9" fue muy superior a la preparacion de células madre
mesenquimales en la mejora de GvHD.

La presente invencion esta dirigida a una poblacion de células multipotenciales expandidas en cultivo a partir de una
poblacion de células enriquecidas para células STRO-118h para uso en un procedimiento para prevenir el desarrollo
de o tratar las complicaciones de la enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) en un paciente humano que se
somete a 0 esta a punto de someterse a un trasplante de médula 6sea, procedimiento que comprende administrar, al
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paciente humano, la poblacién de células multipotenciales expandidas en cultivo a partir de una poblacién de células
enriquecidas para células STRO-"right,

En realizaciones particulares de la invencion, la poblacion de células multipotenciales se administra al paciente
humano antes de someterse al trasplante de médula ésea o la poblacién de células multipotenciales se administra al
paciente humano en el momento del trasplante de médula ésea.

En una realizacion de la invencion, el trasplante de médula dsea es alogénico o la poblacion de células multipotenciales
es alogénica.

En una realizacion de la invencién, la poblacion de células multipotenciales se administra por via sistémica, por
ejemplo, mediante inyeccion intravenosa.

En una realizacion de la invencion, la poblacion administrada de células multipotenciales comprende entre 0.1 x 10% a
5 x 10° células, o la poblacion administrada de células multipotenciales comprende entre 0.3 x 10% a 2 x 108 células.

En una realizacion de la invencion, la poblacion administrada de células multipotenciales comprende entre 0.1 x 10% y
0.5 x 108 células, por ejemplo, aproximadamente 0.3 x 108 células.

En una realizacion de la invencion, la poblacion administrada de células multipotenciales se administra una vez a la
semana o con menos frecuencia, tal como, una vez cada cuatro semanas o con menos frecuencia.

En una realizacion de la invencion, el paciente humano padece anemia aplasica, mielofibrosis o insuficiencia de la
médula ésea después de quimioterapia y radioterapia.

En una realizacién de la invencion, el procedimiento comprende ademas administrar un farmaco inmunosupresor al
paciente humano. El farmaco inmunosupresor puede administrarse durante un tiempo suficiente para permitir que las
células trasplantadas sean funcionales. En un ejemplo, el farmaco inmunosupresor es ciclosporina. La ciclosporina se
puede administrar en una dosis de 5 a 40 mg/kg de peso corporal.

En una realizacion, la enfermedad de injerto contra huésped es un resultado de una respuesta inmune de células T.
En un ejemplo, las células T son de un donante y el antigeno es del receptor. Por ejemplo, las células T pueden estar
presentes en un trasplante. En otra realizacion, las células T son del receptor y el antigeno es del donante.

En otra realizacion, las células STRO-19"t se modifican genéticamente para expresar una molécula para bloquear la
coestimulacion de las células T.

Las células STRO-1°19" pueden ser autogénicas.

La presente divulgacion también contempla numerosas administraciones de las células. Por ejemplo, dicho
procedimiento puede implicar la administracion de las células y la monitorizacion del sujeto para determinar cuando
se produce uno o mas sintomas de GvHD o recurre y la administracion de una dosis adicional de las células. Los
procedimientos apropiados para evaluar los sintomas de GvHD seran evidentes para el experto en el arte y/o se
describen en este documento.

En una realizacion, la poblacion de células enriquecidas en células STRO-19" puede ser administrada por via
intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutanea, en una aorta, en una auricula o ventriculo del corazén o en un
vaso sanguineo conectado a un érgano, por ejemplo, una aorta abdominal, una arteria mesentérica superior, una
arteria pancreaticoduodenal o una arteria esplénica.

A lo largo de esta especificacion, la palabra "comprender”, o variaciones tales como "comprende" o "que comprende”,
se entendera que implica la inclusion de un elemento indicado, entero o etapa, o grupo de elementos, numeros enteros
o etapas, pero no la exclusién de ningun otro elemento, numero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros
enteros o etapas.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Coexpresion de TNAP (STRO-3) y el marcador celular precursor mesenquimal, STRO-1°"t por BMMNC
humano adulto. La inmunofluorescencia de doble color y la citometria de flujo se realizaron mediante incubacion de
BMMNC seleccionado para MACS STRO-1 y marcado indirectamente con un anticuerpo IgM de cabra anti-murino
acoplado a FITC (eje x) y STRO-3 mAb (IgG1 murino) marcado indirectamente con una IgG de cabra anti-murino
acoplada a PE (eje y). El histograma del grafico de puntos representa 5 x 10 eventos recopilados como datos del
modo lista. Las lineas verticales y horizontales se ajustaron a los 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-119" coexpresd TNAP (cuadrante
superior derecho) mientras que las células STRO-1+ restantes no pudieron reaccionar con el STRO-3 mAb.

Figura 2. Perfil de expresion génica de la progenie STRO-19"t o STRO-19m de MPC STRO-1right cultivadas y
expandidas. Se prepararon suspensiones de células individuales de MPC de la médula ésea expandida ex vivo
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mediante tratamiento con tripsina/EDTA. Las células se tifieron con el anticuerpo STRO-1 que se reveld
posteriormente mediante incubacion con IgM de cabra antimurino-isotiocianato de fluoresceina EI ARN celular total se
prepar6d a partir de poblaciones purificadas de células que expresan STRO-1dim o STRO-19" después de la
clasificacion de células activadas por fluorescencia (A). Usando el procedimiento de extraccion de RNAzolB, y
procedimientos estandar, se aislé el ARN total de cada subpoblacion y se usé como plantilla para la sintesis de ADNc.
La expresién de diversos transcritos se evalué mediante amplificacion por PCR, usando un protocolo estandar como
se describio previamente (Gronthos et al. J Cell Sci. 116:1827-1835, 2003). Los conjuntos de cebadores usados en
este estudio se muestran en la tabla 2. Tras la amplificacién, cada mezcla de reacciéon se analizd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio (B). La expresion génica
relativa para cada marcador celular se evalu6 con referencia a la expresion del gen de mantenimiento, GAPDH, usando
el software ImageQant (C).

Figura 3. Progenie STRO-1"9" de STRO-1 + MPC cultivado y expandido expresan altos niveles de SDF-1, la progenie
STRO-19m no. (A) Las preparaciones aisladas de MACS de STRO-1 + BMMNCs se dividieron en diferentes
subconjuntos de STRO-1 de acuerdo con las regiones, STRO-1Pright y STRO-14m/dul ysando FACS. Se preparé ARN
total a partir de cada subpoblacion STRO-1 y se usd para construir una biblioteca de hibridacién por sustraccion de
STRO-1Pright (B-C). Los filtros de nitrocelulosa replicados, que se han transferido con productos representativos de
PCR amplificados a partir de clones bacterianos transformados con ADNc sustraido de STRO-1right. A continuacion,
los filtros se probaron con ADNc sustraido de ya sea STRO-1%ht (B) o STRO-1¢mdul (C) marcado con [*?P]
desoxicitidina trifosfato (dCTP). Las flechas indican la expresion diferencial de 1 clon que contiene un fragmento de
ADNCc correspondiente a SDF-1 humana. (D) Andlisis de la transcriptasa inversa (RT)-PCR que demuestra la expresion
relativa de los transcritos de SDF-1 y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en ARN total preparado a
partir de poblaciones de BMMNC STRO-1 aisladas recientemente de MACS/FACS antes del cultivo. pb indica el par
de bases.

Figura 4. Eficiencia comparativa de MSC STRO-1negativa (preparacién A) y MPC STRO-1°1e"t (preparacion B) para
la inhibicién de la proliferacion de células T. Las PBMC se estimularon con perlas recubiertas con CD3/CD28 durante
4 dias en ausencia o presencia de las preparaciones A o B. La proliferacion de células T se midié por incorporacion
de 3H-Tdr como conteos por minuto (cpm).

Figura 5. Eficiencia comparativa de MSC STRO-1 negativa (preparacion A) y MPC STRO-11ht (preparacion B) para
la inhibicién de la proliferacion de células T. Se estimularon PBMC con perlas recubiertas con CD3/CD28 durante 4
dias en presencia de diferentes concentraciones de las preparaciones A o B. Se midié la proliferacion de células T en
los diversos cultivos por incorporacion de 3H-Tdr y se informé como porcentaje de la proliferacion de células T control
en el que PBMC se estimularon en ausencia de MSC.

Figura 6. Efectos comparativos de MSC STRO-1 negativa (preparacion A) y MPC STRO-1right (preparacion B) en
GvHD. Células mononucleares de la médula 6sea agotadas de células T (BMMC) (5x10°) y esplenocitos (30x108) de
donantes B10.D2 (H2d) se inyectaron por via intravenosa en ratones receptores (750cGy) BALB/c (H2d) irradiados
letalmente. Después de 4 semanas, a los ratones receptores se les inyectd 1x10® MSC (preparacién A1) o MPC
(preparacion B1) por ratén o no recibieron ningun tratamiento adicional (Control). Ocho ratones por grupo fueron
inyectados. Los ratones se evaluaron a intervalos semanales. El tiempo se refiere al nimero de semanas.

Figura 7. Efectos comparativos de MSC STRO-1 negativa (preparacion A) y MPC STRO-1right (preparacion B) en
GvHD. Células mononucleares de la médula 6sea agotadas de células T (BMMC) (5x10°) y esplenocitos (30x108) de
donantes B10.D2 (H2d) se inyectaron por via intravenosa en ratones receptores (750cGy) BALB/c (H2d) irradiados
letalmente. Después de 4 semanas, a los ratones receptores se les inyect6 1 o 2x108 células de las preparaciones A
o B (A1 A2, B1, B2) o no recibieron ningun tratamiento adicional (Ctr). Ocho ratones por grupo fueron inyectados.

Figura 8. Efectos comparativos de dosis altas de MSC STRO-1 negativa (preparacion A) y MPC STRO-1bright
(preparacion B) en GvHD. Las células mononucleares de la médula ésea agotadas de células T (BMMC) (5x108) y
esplenocitos (30x106) de donantes B10.D2 (H2d) se inyectaron por via intravenosa en ratones receptores (750cGy)
BALB/c (H2d) irradiados letalmente. Después de 4 semanas, a los ratones receptores se les inyectaron 2x108 células
de las preparaciones A o B (A2, B2) o no recibieron ningun tratamiento adicional (Control 2). Ocho ratones por grupo
fueron inyectados, pero 4 y 3 ratones murieron poco después de la inyeccion en los grupos B2 y A2, respectivamente.

Figura 9. Efectos comparativos de dosis bajas de MSC STRO-1 negativa (preparacion A) y MPC STRO-1bright
(preparacion B) en GvHD. Células mononucleares de la médula 6sea agotadas de células T (BMMC) (5x108) y
esplenocitos (30x106) de donantes B10.D2 (H2d) se inyectaron por via intravenosa en ratones receptores (750cGy)
BALB/c (H2d) irradiados letalmente. Después de 4 semanas, a los ratones receptores se les inyectaron 0.3x10° células
de las preparaciones A o B (A0.3, B0.3) o no recibieron ningun tratamiento adicional (Control 2). Seis ratones por
grupo fueron inyectados. El grafico informa la puntuacién de GvHD por cada ratén.

Figura 10. Efectos comparativos de dosis bajas de MSC STRO-1 negativa (preparacién A) y MPC STRO-1bright
(preparacion B) en GvHD. Células mononucleares de la médula 6sea agotadas de células T (BMMC) (5x108) y
esplenocitos (30x10°) a partir de donantes B10.D2 (H2d) se inyectaron por via intravenosa en ratones receptores
(750cGy) BALB/c (H2d) irradiados letalmente. Después de 4 semanas, a los ratones receptores se les inyectaron
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0.3x10° células de las preparaciones A o B (A0.3, B0.3) o no recibieron ningln tratamiento adicional (Control 2). Seis
ratones por grupo fueron inyectados. El grafico informa la puntuacion promedio de GvHD en cada grupo.

Descripcion detallada

Los resultados presentados en este documento muestran que una poblacién de células enriquecidas en células STRO-
1bight fye inesperadamente muy superior a una preparacion de células madre mesenquimatosas STRO-1 negativas
en la mejora de GvHD.

De acuerdo con lo anterior, se divulga en este documento un procedimiento para aliviar el desarrollo de complicaciones
de GvHD en un paciente mamifero que comprende administrar al paciente una poblacién de células enriquecidas en
células STRO-119t y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de estas.

Por ejemplo, en este documento se divulga un procedimiento para aliviar el desarrollo de complicaciones de GvHD en
un paciente mamifero causado por trasplante de la médula 6sea que comprende administrar al paciente (a)
precursores de las células de linaje de la médula 6sea, y (b) una poblacién de células enriquecidas en células STRO-
1bright y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de estas, en el que la poblacion de células
enriquecidas en células STRO-1P9" y/o progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de estas se
administra(n) en una cantidad eficaz para reducir la gravedad de GvHD en el paciente.

Como se usa en este documento, el término "factores solubles" se tomara para significar cualquier molécula, por
ejemplo, proteina, péptido, glicoproteina, glucopéptido, lipoproteina, lipopéptido, carbohidrato, etc. producidos por
células STRO-1P9"t y/o progenie de las mismas que son solubles en agua. Tales factores solubles pueden ser
intracelulares y/o secretados por una célula. Tales factores solubles pueden ser una mezcla compleja (por ejemplo,
sobrenadante) y/o una fraccion de los mismos y/o pueden ser un factor purificado. En una realizacién de la presente
divulgacion los factores solubles son o estan contenidos en el sobrenadante. De acuerdo con lo anterior, cualquier
realizacion en este documento dirigida a la administracion de uno o mas factores solubles se tomara para aplicarse
mutatis mutandis a la administracion de sobrenadante.

Los procedimientos divulgados en este documento pueden implicar la administracién de una poblacion de células
enriquecidas en células STRO-1%9" y/o células de la progenie de las mismas solas, y/o factores solubles derivados
de las mismas. Los procedimientos descritos en este documento también pueden implicar la administracion de células
de la progenie solas, o factores solubles derivados de las células de la progenie.

Los procedimientos divulgados en este documento también pueden implicar la administracion de una poblacion mixta
de células STRO-1"9" y células de la progenie de las mismas, o factores solubles de un cultivo mixto de células
STRO-1Pright y células de la progenie de las mismas.

Una aplicacion preferida de la divulgacion es para humanos, sin embargo, se espera que también sea aplicable a
animales, y estos pueden incluir animales agricolas tales como vacas, ovejas, cerdos y similares, animales domésticos
tales como perros, gatos, animales de laboratorio tales como ratones, ratas, hamsteres y conejos o animales que
podrian usarse para deportes tales como caballos.

De este modo, las células STRO-1P1sht y/o las células de su progenie y/o los factores solubles derivados de las mismas
se pueden usar para acondicionar el sistema inmune del receptor a células de la médula ésea donantes o extrafias
administrando al receptor, antes, o al mismo tiempo que el trasplante de las células del donante, células STRO-1right
y/o células progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas en una cantidad eficaz para reducir
o eliminar una respuesta inmune contra el trasplante por las células T del receptor. Las células STRO-1°19" y/o células
de la progenie de las mismas y/o los factores solubles derivados de las mismas afectan a las células T del receptor de
manera que la respuesta de las células T se reduce o elimina cuando se presenta con tejido donante o extrafio.

De este modo, en el contexto del trasplante de la médula 6sea (células madre hematopoyéticas), el ataque del huésped
por el injerto se puede reducir o eliminar. La médula de donante se puede tratar previamente con las células STRO-
1bright receptoras y/o las células de la progenie de las mismas y/o los factores solubles derivados de las mismas antes
del implante de la médula 6sea o las células madre de sangre periférica en el receptor. En una realizacion preferida,
la médula del donante se expone primero a células/tejido receptor y luego se trata con células STRO-1"19" y/o células
progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas. Aunque no se limita a esto, se cree que el
contacto inicial con el tejido o las células del receptor funciona para activar las células T en la médula. El tratamiento
posterior con las células STRO-1"9" y/o sus células progenitoras y/o los factores solubles derivados de las mismas
inhibe o elimina la activacion adicional de las células T en la médula, reduciendo o eliminando asi un efecto adverso
por el tejido donante, esto es, la terapia reduce o elimina la respuesta del injerto contra el huésped.

En una realizacion adicional, un receptor de trasplante que padece una enfermedad de injerto contra huésped se
puede tratar para reducir o eliminar la gravedad del mismo administrando a dichas células STRO-1%9" receptoras y/o
células de la progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de estas autélogas o alogénicas para el donante,
que las células alogénicas pueden ser células STRO-1P9h y/o células de la progenie de las mismas autélogas al
receptor o tercer parte de células STRO-1P9" y/o células de la progenie de las mismas, en una cantidad eficaz para
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reducir o eliminar un rechazo de injerto del huésped. Las células STRO-19" y/o las células de la progenie de las
mismas Yy/o factores solubles derivados de las mismas inhiben o suprimen las células T activadas en el tejido donante
de base de una respuesta inmune contra el receptor, reduciendo asi o eliminando una respuesta de injerto contra
huésped.

Las células STRO-119" del receptor y/o las células de su progenie y/o los factores solubles derivados de las mismas
se pueden obtener del receptor antes del trasplante y se pueden almacenar y/o expandirse por cultivo para
proporcionar una reserva de células STRO-1%9" y/o células de la progenie de las mismas y/o factores solubles
derivados de las mismas en cantidades suficientes para tratar un ataque de injerto en curso contra el huésped.

Se contempla ademas que solo un Unico tratamiento con las células STRO-1bright y/o las células de su progenie y/o
los factores solubles derivados de la misma descritos en este documento puede ser necesario, eliminando la necesidad
de terapia con farmacos inmunosupresores cronicos. Alternativamente, se pueden emplear administraciones multiples
de células STRO-1"" y/o células de la progenie de las mismas y/o factores solubles derivados de las mismas.

La dosificacion de las células STRO-1%9" y/o células progenie de las mismas y/o los factores solubles derivados de
las mismas varia dentro de amplios limites y, por supuesto, se ajustara a los requisitos individuales en cada caso
particular. En general, en el caso de administracion parenteral, es habitual administrar de aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 5 millones de células por kilogramo de peso corporal del receptor. El nimero de células utilizadas
dependera del peso y la condicion del receptor, el nimero de o la frecuencia de las administraciones, y otras variables
conocidas para los expertos en el arte.

Las células se pueden suspender en un diluyente apropiado, a una concentracion desde aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 5 x 10° células/ml. Una forma del procedimiento implica administrar una dosis baja de células STRO-
1bright y/o progenie de las mismas. Dicha baja dosis es, por ejemplo, entre 0.1 x 10%y 0.5 x 108 células STRO-1°"9h y/o
progenie de las mismas, tales como aproximadamente 0.3 x 10° células STRO-1°9" y/o progenie de las mismas.

Los excipientes apropiados para soluciones de inyeccidon son aquellos que son biolégica y fisiolégicamente
compatibles con las células y con el receptor, tales como una soluciéon salina reguladora u otros excipientes
apropiados. La composicion para administracion preferiblemente se formula, produce y almacena de acuerdo con
procedimientos estandar que cumplen con la esterilidad y estabilidad apropiadas.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente aspectos de la presente divulgacion. Sin embargo, no son de ninguna
manera una limitacion de las ensefianzas o la divulgacion tal como se establece en este documento.

Células STRO-1%19t o células de la progenie, y sobrenadante o uno o mas factores solubles derivados de las mismas

Las células STRO-1°Me"t son células que se encuentran en la médula 6sea, sangre, células de pulpa dental, tejido
adiposo, piel, bazo, pancreas, cerebro, rifidn, higado, corazoén, retina, cerebro, foliculos capilares, intestino, pulmon,
nodulo linfatico, timo, hueso, ligamento, tendén, musculo esquelético, dermis y periostio; y son por lo general capaces
de diferenciarse en lineas germinales tales como mesodermo y/o endodermo y/o ectodermo. De este modo, las células
STRO-1right son capaces de diferenciarse en un gran numero de tipos de células que incluyen, pero no se limitan a,
tejidos conectivos adiposos, 6seos, cartilaginosos, elasticos, musculares y fibrosos. La via especifica de compromiso
y diferenciacion de linaje en la que entran estas células depende de diversas influencias de influencias mecanicas y/o
factores bioactivos enddgenos, tales como factores de crecimiento, citocinas y/o condiciones microambientales locales
establecidas por los tejidos del huésped. Las células STRO-1%9" son de este modo preferiblemente células
progenitoras no hematopoyéticas que se dividen para producir células hijas que son ya sea células madre o son células
precursoras que con el tiempo se diferenciaran irreversiblemente para producir una célula fenotipica.

En una realizacion preferida, las células STRO-19" se enriquecen a partir de una muestra obtenida de un sujeto, por
ejemplo, un sujeto que se va 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 este documento
para describir una poblacion de células en la que la proporcidon de un tipo de célula particular o la proporcion de un
numero de tipos de células particulares aumenta cuando se compara con la poblacién no tratada.

En una realizacion, las células STRO-1v19" se enriquecen preferentemente con respecto a células STRO-19™ o STRO-
1 intermedias_

En una realizacion preferida, las células usadas en la presente divulgacion expresan uno o mas marcadores individual
o colectivamente seleccionados del grupo que consiste en TNAP*, VCAM-1*, THY-1*, STRO-2*, CD45*, CD146*, 3G5*
o cualquier combinacién de los mismos.

Por "individualmente" se entiende que la divulgacion abarca los marcadores enumerados o grupos de marcadores por
separado, y que, a pesar de que los marcadores individuales o grupos de marcadores no se enumeren por separado
en este documento, las reivindicaciones adjuntas pueden definir dicho marcador o grupos de marcadores por separado
y divisiblemente el uno del otro.
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Por "colectivamente" se entiende que la divulgacion abarca cualquier nimero o combinacién de los marcadores
enumerados o grupos de péptidos, y que, a pesar de que tales nimeros o combinaciones de marcadores o grupos de
marcadores pueden no enumerarse especificamente en este documento, las reivindicaciones adjuntas pueden definir
tales combinaciones o subcombinaciones por separado y divisiblemente de cualquier otra combinacion de marcadores
o grupos de marcadores.

Preferiblemente, las células STRO-1bright son adicionalmente una o mas de TNAP*, VCAM-1*, THY-1*, STRO-2* y/o
CD146".

Una célula a la que se hace referencia como "positiva" para un marcador dado, puede expresar ya sea un nivel bajo
(lo o dim) o alto (bright, bri) de ese marcador dependiendo del grado en que el marcador esta presente en la superficie
de la célula, donde los términos se relacionan con la intensidad de la fluorescencia u otro marcador usado en el
procedimiento de clasificacion de las células. La distincion de lo (o dim o dull) y bri se entendera en el contexto del
marcador usado en una poblacién de células particular que se esta ordenando. Una célula que se conoce como
"negativa" para un marcador dado no esta necesariamente ausente por completo de esa célula. Estos términos
significan que el marcador se expresa a un nivel relativamente muy bajo por esa célula, y que genera una sefal muy
baja cuando se detecta de manera detectable o es indetectable por encima de los niveles de referencia.

El término " bright", cuando se usa en este documento, se refiere a un marcador en una superficie celular que genera
una sefial relativamente alta cuando se marca de forma detectable. Sin desear estar limitado por la teoria, se propone
que las células "bright" expresen 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°7e"t producen una sefial fluorescente mayor,
cuando se marcan con un anticuerpo STRO-1 conjugado con FITC como se determina mediante el analisis de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), que las células no bright (STRO-19uldim) - Preferiblemente,
las células "bright" constituyen al menos aproximadamente el 0.1% de las células mononucleares de la médula 6sea
marcadas de manera mas brillante contenidas en la muestra de partida. En otras realizaciones, las células "bright"
constituyen al menos aproximadamente 0.1%, al menos aproximadamente 0.5%, al menos aproximadamente 1%, al
menos aproximadamente 1.5%, o al menos aproximadamente 2%, de las células mononucleares de la médula 6sea
marcadas de manera mas brillante contenidas en la muestra de partida. En una realizacién preferida, las células
STRO-1right tienen una magnitud 2 log de la expresion mayor de la expresion superficial STRO-1 con respecto a la
"referencia”, a saber, las células que son STRO-1-. En comparacion, las células STRO-14™m y/o STRO-1intemedias tignen
una magnitud de menos de 2 log de la expresion mayor de la expresion superficial STRO-1, por lo general
aproximadamente 1 log o menos que la "referencia”.

Como se usa en este documento, el término "TNAP" pretende abarcar 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 una realizacion preferida, la TNAP es BAP. En una realizacion particularmente preferida, TNAP como
se usa en este documento se refiere a una molécula que puede unirse al anticuerpo STRO-3 producido por la linea
celular de hibridoma depositada en ATCC el 19 de diciembre de 2005 bajo las disposiciones del Tratado de Budapest
con el niUmero de acceso de depésito PTA-7282.

Ademas, en una realizacion preferida, las células STRO-1P9" son capaces de dar lugar a CFU-F clonogénica.

Se prefiere que una proporcion significativa de las células multipotenciales sea capaz de diferenciarse en al menos
dos lineas germinales diferentes. Los ejemplos no limitantes de los linajes a los que pueden comprometerse las células
multipotenciales incluyen células precursoras de huesos; progenitores de hepatocitos, que son multipotentes para
células epiteliales de los conductos biliares y hepatocitos; células restringidas neuronales, que pueden generar
precursores de células gliales que progresan a oligodendrocitos y astrocitos; precursores neuronales que progresan a
neuronas; precursores de musculo cardiaco y cardiomiocitos, lineas celulares beta pancreaticas secretoras de insulina
que responden a la glucosa. Otros linajes incluyen, pero no se limitan a, odontoblastos, células productoras de dentina
y condrocitos, y células precursoras de los siguientes: células epiteliales pigmentarias de la retina, fibroblastos, células
de la piel tales como queratinocitos, células dendriticas, células del foliculo piloso, células epiteliales del conducto
renal, células del musculo liso y esquelético, progenitores testiculares, células endoteliales vasculares, tendén,
ligamento, cartilago, adipocito, fibroblastos, estroma medular, masculo cardiaco, musculo liso, musculo esquelético,
pericito, células vasculares, epiteliales, gliales, neuronales, astrocitos y oligodendrocitos.

En otra realizacion, las células STRO-1"9" no son capaces de generar, tras el cultivo, a células hematopoyéticas.

En una realizacion, las células se toman del sujeto que se va a tratar, se cultivan in vitro usando técnicas estandar y
se usan para obtener el sobrenadante o los factores solubles o células expandidas para administracion al sujeto como
una composicion autdloga o alogénica. En una realizacion alternativa, se usan células de una o mas de las lineas
celulares humanas establecidas. En otra realizacion util de la divulgacion, se usan células de un animal no humano (o
si el paciente no es un ser humano, de otra especie).

La presente divulgacion también contempla el uso del sobrenadante o los factores solubles obtenidos o derivados de
células STRO-1P19M y/o células de la progenie de las mismas (estas ultimas también se denominan como células
expandidas) que se producen a partir de cultivo in vitro. Las células expandidas de la divulgacion pueden tener una
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amplia variedad de fenotipos dependiendo de las condiciones de cultivo (incluyendo el nimero y/o tipo de factores
estimuladores en el medio de cultivo), el nUmero de pasajes y similares. En ciertas realizaciones, las células de la
progenie se obtienen después de aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente
5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, o aproximadamente 10 pasajes
de la poblacion parental. Sin embargo, las células de la progenie se pueden obtener después de cualquier cantidad
de pasajes de la poblacion parental.

Las células de la progenie se pueden obtener cultivando en cualquier medio apropiado. El término "medio", como se
usa en referencia a un cultivo celular, incluye los componentes del entorno que rodea las células. Los medios pueden
ser solidos, liquidos, gaseosos o una mezcla de fases y materiales. Los medios incluyen medios liquidos de
crecimiento, asi como medios liquidos que no sostienen el crecimiento celular. Los medios también incluyen medios
gelatinosos tales como agar, agarosa, gelatina y matrices de colageno. Los medios gaseosos de ejemplo incluyen la
fase gaseosa a la que estan expuestas las células que crecen en una placa de Petri u otro soporte soélido o semisdlido.
El término "medio" también se refiere al material que esta destinado para su uso en un cultivo celular, incluso si todavia
no se ha puesto en contacto con las células. En otras palabras, un liquido rico en nutrientes preparado para cultivo
bacteriano es un medio. Una mezcla en polvo que cuando se mezcla con agua u otro liquido se vuelve apropiada para
que el cultivo celular se pueda denominar un "medio en polvo".

En una realizacion, las células de la progenie Utiles para los procedimientos descritos en este documento se obtienen
aislando las células multipotenciales TNAP* STRO-1* de la médula 6sea usando perlas magnéticas marcadas con el
anticuerpo STRO-3, y luego cultivo expandiendo las células aisladas (véase Gronthos et al. Blood 85: 929-940, 1995
para un ejemplo de condiciones de cultivo apropiadas).

En una realizacion, tales células expandidas (progenie) (preferiblemente, al menos después de 5 pasajes) 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, bajo diferentes condiciones de cultivo a las descritas en este documento, la expresion de
diferentes marcadores pueda variar. También, aunque las células de estos fenotipos pueden predominar en la
poblacion de células gastadas, no significa que hay una proporcién menor de las células que no tengan estos fenotipos
(por ejemplo, un pequefio porcentaje de las células expandidas puede ser CC9°). En una realizacién preferida, las
células expandidas todavia tienen la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos de células.

En una realizacion, una poblacion de células expandidas usada para obtener el sobrenadante o los factores solubles,
o células en si, comprende células en las que al menos el 25%, mas preferiblemente al menos el 50%, de las células
son CC9*.

En otra realizacion, una poblacién de células expandidas usada para obtener el sobrenadante o los factores solubles,
o células en si, comprende células en las que al menos 40%, mas preferiblemente al menos 45%, de las células son
STRO-1*.

En una realizaciéon adicional, las células expandidas pueden expresar uno o mas marcadores seleccionados
colectivamente 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-1Pright y CD146 o cualquier combinacion de estos marcadores.

En una realizacion, las células de la progenie derivadas de células STRO-1"9" son positivas para el marcador STRO-
1dm_Estas células se denominan células comprometidas especificas para el tejido (TSCC) y estan mas comprometidas
con la diferenciacion que las células STRO-1°19M por |o tanto, son menos capaces de responder a factores inductivos.
Los ejemplos no limitantes de los linajes con los que TSCC se pueden comprometer incluyen progenitores de
hepatocitos, que son pluripotentes para células epiteliales de los conductos biliares y hepatocitos; células restringidas
neuronales, que pueden generar precursores de células gliales que progresan a oligodendrocitos y astrocitos, y
precursores neuronales que progresan a neuronas; precursores de musculo cardiaco y cardiomiocitos, lineas celulares
beta pancreaticas secretoras de insulina que responden a la glucosa. Otras células precursoras comprometidas
incluyen, pero no estan limitadas a, condrocitos, osteoblastos, odontoblastos, productores de dentina y condrocitos, y
células precursoras de los siguientes: células epiteliales pigmentarias de la retina, fibroblastos, células cutaneas tales
como queratinocitos, células dendriticas, células del foliculo piloso, células epiteliales del conducto renal, células del
musculo liso y esquelético, progenitores testiculares, células endoteliales vasculares, tendon, ligamento, cartilago,
adipocito, fibroblastos, estroma medular, osteoclasto y estroma de soporte hemopoyético, musculo cardiaco, musculo
liso, musculo esquelético, pericito, vascular, células epiteliales, gliales, neuronales, astrocitos y oligodendrocitos. Los
precursores incluyen aquellos que especificamente pueden conducir al tejido conectivo, en particular incluyendo los
tejidos conectivos adiposo, areolar, 6seo, cartilaginoso, elastico y fibroso.

En oftra realizacion, las células de la progenie son progenie de células multipotenciales STRO-1* expandidas
multipotenciales (MEMP) como se define y/o describe en el documento WO 2006/032092. Los procedimientos de
preparacion de poblaciones enriquecidas de células multipotenciales STRO-1* de las que se puede derivar la progenie
se describen en los documentos WO 01/04268 y WO 2004/085630. En un contexto in vitro, las células multipotenciales
STRO-1* raramente estaran presentes como una preparacion absolutamente pura y generalmente estaran presentes
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con otras células que son células comprometidas especificas de tejido (TSCC). El documento WO 01/04268 se refiere
a cosechar dichas células de la médula 6sea a niveles de pureza de aproximadamente 0.1% a 90%. La poblacion que
comprende MPC de las que se deriva la progenie se puede cosechar directamente de una fuente de tejido, o
alternativamente puede ser una poblacion que ya se ha expandido ex vivo.

Por ejemplo, la progenie se puede obtener de una poblacién cosechada, no expandida, de células multipotenciales
STRO-1* sustancialmente purificadas, que comprende al menos aproximadamente 0.1, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80 0 95% de las células totales de la poblacién en la que estan presentes. Este nivel se puede lograr, por ejemplo,
seleccionando células que sean positivas para al menos un marcador seleccionado individual o colectivamente del
grupo que consiste en TNAP, STRO-1right, 3G5*, VCAM-1, THY-1, CD146 y STRO- 2.

Las MEMPS se pueden distinguir de las células STRO-119"t recién cosechadas porque son positivas para el marcador
STRO-1Pright y negativas para el marcador fosfatasa alcalina (ALP). Por el contrario, las células STRO-119M recién
aisladas son positivas tanto para STRO-19" como para ALP. En una realizacion preferida de la presente divulgacion,
al menos 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de las células administradas tienen el fenotipo
STRO-1bright. ALP-. En una realizacion preferida adicional, las MEMPS son positivas para uno o mas de los marcadores
Ki67, CD44 y/o CD49c/CD29, VLA-3, a3B1. En aun otra realizacion preferida, las MEMP no presentan actividad de
TERT y/o son negativos para el marcador CD18.

La poblacion inicial de células STRO-119h se puede derivar de uno cualquier o mas tipos de tejidos incluyendo médula
6sea, células de pulpa dental, tejido adiposo y piel, o quizas mas ampliamente de tejido adiposo, dientes, pulpa dental,
piel, higado, rifidn, corazon, retina, cerebro, foliculos pilosos, intestino, pulmén, bazo, nédulo linfatico, timo, pancreas,
hueso, ligamento, médula 6sea, tendon y musculo esquelético.

Se entendera que, al realizar la presente divulgacion, la separacion de las células que portan cualquier marcador de
superficie celular dado se puede efectuar mediante una serie de procedimientos diferentes, sin embargo, los
procedimientos preferidos dependen de la unién de un agente de unién (por ejemplo, un fragmento de unién del
anticuerpo o antigeno del mismo) al marcador en cuestion seguido de una separacion de aquellos que presentan
union, ya sea union de alto nivel, o union de bajo nivel o sin union. Los agentes de unién mas convenientes son
anticuerpos o moléculas basadas en anticuerpos, siendo preferiblemente anticuerpos monoclonales o basados en
anticuerpos monoclonales debido a la especificidad de estos ultimos agentes. Los anticuerpos se pueden usar en
ambas etapas, sin embargo, también se pueden usar otros agentes, de este modo los ligandos para estos marcadores
también se pueden emplear para enriquecer las células que los portan, o que carecen de ellos.

Los anticuerpos o ligandos se pueden unir a un soporte sélido para permitir una separacion en bruto. Las técnicas de
separacion preferiblemente maximizan la retencion de la viabilidad de la fraccion que se va a recoger. Se pueden
emplear diversas técnicas de diferente eficacia para obtener separaciones relativamente en bruto. La técnica particular
empleada dependera de la eficacia de la separacion, la citotoxicidad asociada, la facilidad y la velocidad de
rendimiento, y la necesidad de equipos sofisticados y/o habilidades técnicas. Los procedimientos para la separacion
pueden incluir, pero sin limitaciéon, separacion magnética, uso de perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo,
cromatografia de afinidad y "adsorciéon" con anticuerpo unido a una matriz sélida. Las técnicas que proporcionan una
separacion precisa incluyen, pero no se limitan a, FACS. Los procedimientos para realizar FACS seran evidentes para
el experto en el arte.

Los anticuerpos contra cada uno de los marcadores descritos en este documento estan disponibles comercialmente
(por ejemplo, los anticuerpos monoclonales contra STRO-1 estan disponibles comercialmente en R & D Systems, EE.
UU.), disponibles en ATCC u otra organizacién depositaria y/o se pueden producir usando técnicas reconocidas en la
técnica.

Se prefiere que el procedimiento para aislar células STRO-1P9" por ejemplo, comprenda una primera etapa que es
una etapa de clasificacion en fase sdélida que usa, por ejemplo, seleccion de células activadas magnéticamente
(MACS) que reconoce la expresion de alto nivel de STRO-1. A continuacion, se puede seguir una segunda etapa de
clasificacion, si se desea, para dar como resultado un mayor nivel de expresion de células precursoras. Esta segunda
etapa de clasificacion podria implicar el uso de dos o mas marcadores.

El procedimiento para obtener células STRO-1°9" también podria incluir la recoleccion de una fuente de las células
antes de la primera etapa de enriquecimiento usando técnicas conocidas. De este modo, el tejido se eliminara
quirdrgicamente. Las células que comprenden el tejido de origen se separaran luego en una denominada suspension
de células individuales. Esta separacion se puede lograr por medios fisicos o enzimaticos.

Una vez que se ha obtenido una poblacién apropiada de células STRO-1%19" se puede cultivar o expandir por cualquier
medio apropiado para obtener MEMPs.

En una realizacion, las células se toman del sujeto que se va a tratar, se cultivan in vitro usando técnicas estandar y
se usan para obtener el sobrenadante o los factores solubles o células expandidas para administracion al sujeto como
una composicion autéloga o alogénica. En una realizacion alternativa, las células de una o mas de las lineas celulares
humanas establecidas se usan para obtener el sobrenadante o los factores solubles. En otra realizacion util de la
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divulgacion, las células de un animal no humano (o si el paciente no es un ser humano, de otra especie) se usan para
obtener el sobrenadante o los factores solubles.

La divulgacion se puede poner en practica usando células de cualquier especie animal no humana, que incluye, pero
no se limita a, células de primate no humano, células de animales ungulados, caninos, felinos, lagomorfos, roedores,
de aves y peces. Las células de primates incluyen, pero no estan limitadas a, células de chimpancés, mandriles, monos
cynomolgus y cualquier otro mono del nuevo o viejo mundo. Las células de animales ungulados incluyen, pero no
estan limitadas a, células de bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, equinos, bufalos y bisontes. Las células de roedores
incluyen, pero no se limitan a, células de ratén, rata, conejillo de Indias, hamster y jerbo. Ejemplos de especies de
lagomorfos incluyen conejos domesticados, liebres grandes, liebres, conejos de rabo blanco, conejos raquetas de
nieve y conejos de roca. Los pollos (Gallus gallus) son un ejemplo de una especie aviar.

Las células utiles para los procedimientos descritos en este documento se pueden almacenar antes del uso, o antes
de obtener el sobrenadante o factores solubles. Los procedimientos y protocolos para preservar y almacenar células
eucariotas, y en particular células de mamifero, son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Pollard, J. W. and
Walker, J. M. (1997) Basic Cell Culture Protocols, Second Edition, Humana Press, Totowa, N.J.; Freshney, R. I. (2000)
Culture of Animal Cells, Fourth Edition, Wiley-Liss, Hoboken, N.J.).

Células genéticamente modificadas

En una realizacion, las células STRO-19 y/o células de la progenie de las mismas estan genéticamente modificadas,
por ejemplo, para expresar y/o secretar una proteina de interés, por ejemplo, una proteina que proporciona un beneficio
terapéutico y/o profilactico, por ejemplo, insulina, glucagén, somatostatina, tripsinbgeno, quimotripsindgeno, elastasa,
carboxipeptidasa, lipasa o amilasa pancreatica o un polipéptido asociado o causante de una angiogénesis potenciada
o un polipéptido asociado con la diferenciacién de una célula en una célula pancreatica o una célula vascular.

Los procedimientos para modificar genéticamente una célula seran evidentes para el experto en el arte. Por ejemplo,
un acido nucleico que se va a expresar en una célula se une operativamente a un promotor para inducir la expresién
en la célula. Por ejemplo, el acido nucleico esta unido a un promotor operable en una variedad de células de un sujeto,
tal como, por ejemplo, un promotor viral, por ejemplo, un promotor CMV (por ejemplo, un promotor CMV-IE) o un
promotor SV-40. Se conocen promotores apropiados adicionales en la técnica y se tomaran para aplicar mutatis
mutandis a la presente realizacién de la divulgacion.

Preferiblemente, el acido nucleico se proporciona en forma de una construccion de expresion. Como se usa en este
documento, el término "construccion de expresion" se refiere a un acido nucleico que tiene la capacidad de conferir
expresion en un acido nucleico (por ejemplo, un gen informador y/o un gen indicador contraseleccionable) al que esta
operativamente unido, en una célula. Dentro del contexto de la presente divulgacion, se debe entender que una
construccion de expresion puede comprender o ser un plasmido, bacteriéfago, fagémido, césmido, fragmento
gendémico o subgendmico de virus, u otro acido nucleico capaz de mantener y/o replicar el ADN heterélogo en un
formato que se puede expresar.

Los procedimientos para la construccién de una construccion de expresién apropiada para la realizacion de la
divulgacion seran evidentes para el experto en el arte y se describen, por ejemplo, en Ausubel et al (En: Current
Protocols in Molecular Biology. Wiley Interscience, ISBN 047 150338, 1987) o Sambrook et al (En: Molecular Cloning:
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New York, Third Edition 2001). Por ejemplo,
cada uno de los componentes de la construccion de expresién se amplifica a partir de un acido nucleico plantilla
apropiado usando, por ejemplo, PCR y posteriormente se clona en una construccion de expresion apropiada, tal como,
por ejemplo, un plasmido o un fagémido.

Los vectores apropiados para dicha construccion de expresion son conocidos en la técnica y/o se describen en este
documento. Por ejemplo, un vector de expresion apropiado para el procedimiento de la presente divulgacion en una
célula de mamifero es, por ejemplo, un vector del conjunto de vectores ADNpc 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 ADNpc (Invitrogen).

El experto en el arte conocera vectores y fuentes adicionales de dichos vectores, tales como, por ejemplo, Invitrogen
Corporation, Clontech o Promega.

Los medios para introducir la molécula de acido nucleico aislada o una construccion génica que los comprende en una
célula para expresion son conocidos para los expertos en el arte. La técnica usada para un organismo dado depende
de las técnicas exitosas conocidas. Los medios para introducir ADN recombinante en las células incluyen
microinyeccion, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por liposomas tal como mediante el
uso de lipofectamina (Gibco, MD, EUA) y/o cellfectina (Gibco, MD, EE. UU.), captacion de ADN mediada por PEG,
electroporacion y bombardeo de microparticulas tal como mediante el uso de tungsteno recubierto con ADN o
particulas de oro (Agracetus Inc., WI, EUA), entre otros.
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Alternativamente, una construccion de expresion de la divulgacion es un vector viral. Los vectores virales apropiados
son conocidos en la técnica y estan disponibles comercialmente. Los sistemas basados en virus convencionales para
la administracién de un acido nucleico y la integracion de ese acido nucleico en el genoma de una célula huésped
incluyen, por ejemplo, un vector retroviral, un vector lentiviral o un vector viral adenoasociado. Alternativamente, un
vector adenovirico es util para introducir un acido nucleico que permanece episomal en una célula huésped. Los
vectores virales tienen un procedimiento eficiente y versatil de transferencia de genes en células y tejidos diana.
Ademas, se han observado eficiencias de transduccion elevadas en muchos tipos de células y tejidos diana diferentes.

Por ejemplo, un vector retroviral generalmente comprende repeticiones terminales largas (LTR) que actuan en cis con
capacidad de empaquetamiento para hasta 6-10 kb de secuencia foranea. Los minimos LTR que actian en cis son
suficientes para la replicacion y el empaqguetamiento de un vector, que luego se usa para integrar la construccion de
expresion en la célula diana para proporcionar una expresion a largo plazo. Los vectores retrovirales ampliamente
usados incluyen aquellos basados en el virus de la leucemia murina (MuLV), virus de leucemia del mono gibbon
(GaLV), virus de inmunodeficiencia en simios (SrV), virus de inmunodeficiencia humana (HIV) y combinaciones de los
mismos (véase, por ejemplo, Buchscher et al., J Virol. 56:2731-2739 (1992); Johann et al, J. virol. 65:1635-1640 (1992);
Sommerfelt et al, Virol. 76:58-59 (1990); Wilson et al, J. Viol, 63:274-2318 (1989); Miller et al., J. Virol. 65:2220-2224
(1991); PCT/US94/05700; Miller and Rosman BioTechniques 7:980-990, 1989; Miller, A. D. Human Gene Therapy 7:5-
14, 1990; Scarpa et al Virology 75:849-852, 1991; Burns et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 90:8033-8037, 1993).

Se han desarrollado también diversos sistemas de vectores de virus adenoasociados (AAV) para la administracion de
acido nucleico. Los vectores AAV se pueden construir faciimente usando técnicas conocidas en la técnica. Véase, por
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,173,414 y 5,139,941; las Publicaciones Internacionales Nos. WO
92/01070 y WO 93/03769; Lebkowski et al. Molec. Cell. Biol. 5:3988-3996, 1988; Vincent et al. (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 et al. JExp. Med. 179:1867-1875, 1994.

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

Ensayo de potencial terapéutico/profilactico de células y factores solubles

Los procedimientos para determinar la capacidad de los factores solubles derivados de las células STRO-1" para
tratar o prevenir o retrasar el inicio o la progresion de GvHD seran evidentes para el experto en el arte.

Por ejemplo, los ensayos in vitro apropiados para determinar la actividad inmunosupresora de los factores solubles se
describen en el ejemplo 5 de este documento.

En otro ejemplo, la eficacia de los factores solubles se puede evaluar en un modelo in vivo de GvHD como se describe
en los ejemplos 6 y 7 en este documento.

Sera evidente para los expertos en el arte a partir de lo anterior que la presente divulgaciéon también proporciona un
procedimiento para identificar o aislar un factor soluble para el tratamiento, prevencion o retraso de GvHD,
comprendiendo el procedimiento:

(i) administrar un factor soluble a un sujeto de prueba que padece GvHD y evaluar la progresion de GvHD en el sujeto;

(ii) comparar el nivel de GvHD en el sujeto en (i) con el nivel GvHD en un sujeto de control que padece GvHD al que
no se ha administrado el factor soluble, en el que la GvHD reducida en el sujeto de prueba en comparacion con el
sujeto de control indica que el factor soluble trata, previene o retrasa GvHD.

Composiciones celulares

En una realizacion de la presente divulgacion, las células STRO-1P9" y/o las células de su progenie se administran
en forma de una composicion. Preferiblemente, dicha composicion comprende un portador y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Los términos "portador" y "excipiente" se refieren a composiciones en cuestion que se usan convencionalmente en la
técnica para facilitar el almacenamiento, la administracion y/o la actividad biolégica de un compuesto activo (véase,
por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th Ed., Mac Publishing Company (1980). Un portador también
puede reducir cualquier efecto secundario indeseable del compuesto activo. Un portador apropiado es, por ejemplo,
estable, por ejemplo, incapaz de reaccionar con otros ingredientes en el portador. En un ejemplo, el transportador no
produce un efecto adverso significativo local o sistémico en los receptores a las dosis y concentraciones empleadas
para el tratamiento.
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Los portadores apropiados para esta divulgacion incluyen los usados convencionalmente, por ejemplo, agua, solucion
salina, dextrosa acuosa, lactosa, soluciéon de Ringer, una solucién reguladora, hialuronano y glicoles son vehiculos
liquidos preferidos, particularmente (cuando son isotdnicos) para soluciones. Los portadores y excipientes
farmacéuticos apropiados incluyen almidon, celulosa, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza,
gel de silice, estearato de magnesio, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, cloruro de sodio, glicerol,
propilenglicol, agua, etanol, y similares.

En otro ejemplo, un portador es una composicion de medios, por ejemplo, en la que se cultiva o suspende una célula.
Preferiblemente, dicha composicién de medios no induce ningun efecto adverso en un sujeto al que se administra.

Los portadores y excipientes preferidos no afectan adversamente la viabilidad de una célula y/o la capacidad de una
célula para reducir, prevenir o retrasar la disfunciéon pancreatica.

En un ejemplo, el portador o excipiente proporciona una actividad reguladora para mantener las células y/o los factores
solubles a un pH apropiado para ejercer asi una actividad bioldgica, por ejemplo, el portador o excipiente es solucién
salina reguladora con fosfato (PBS). PBS representa un portador o excipiente atractivo porque interacciona
minimamente con células y factores y permite la liberacion rapida de las células y factores, en dicho caso, la
composicion de la divulgacion se puede producir como un liquido para la aplicacion directa a la corriente sanguinea o
en un tejido o una regién que rodea o adyacente a un tejido, por ejemplo, mediante inyeccion.

Las células STRO-1Prisht y/o |as células de su progenie también se pueden incorporar o incrustar dentro de armazones
que son compatibles con el receptor y que se degradan en productos que no son perjudiciales para el receptor. Estos
armazones proporcionan soporte y proteccion a las células que se van a trasplantar a los sujetos receptores. Los
armazones biodegradables naturales y/o sintéticos son ejemplos de tales armazones.

Una variedad de diferentes armazones se puede usar con éxito en la practica de la divulgaciéon. Los armazones
preferidos incluyen, pero no se limitan a armazones biologicos y degradables. Los armazones biodegradables
naturales incluyen armazones de colageno, fibronectina y laminina. El material sintético apropiado para un armazoén
de trasplante celular deberia ser capaz de soportar un crecimiento celular y un funcionamiento celular extensos. Tales
armazones también pueden ser reabsorbibles. Los armazones apropiados incluyen armazones de acido poliglicolico,
por ejemplo, como se describe por Vacanti, et al. J. Ped. Surg. 23:3-9 1988; Cima, et al. Biotechnol. Bioeng. 38:145
1991; Vacanti, et al. 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 composiciones celulares utiles para la presente divulgacion se pueden administrar solas o como mezclas con
otras células. Las células que pueden administrarse junto con las composiciones de la presente divulgacion incluyen,
pero no se limitan a, otras células multipotentes o pluripotentes o células madre, o células de la médula 6sea. Las
células de diferentes tipos se pueden mezclar con una composicion de la divulgacion inmediatamente o poco antes
de la administracion, o se pueden cocultivar juntas durante un periodo de tiempo antes de la administracion.

Preferiblemente, la composicion comprende una cantidad eficaz o una cantidad de células terapéutica o
profilacticamente eficaz. Por ejemplo, la composicion comprende aproximadamente 1x10° células STRO-1"h/kg a
aproximadamente 1x107 células STRO-1%9"%kg o aproximadamente 1x10° células de brilo STRO-1/kg a
aproximadamente 5x10° células STRO-19"kg. La cantidad exacta de células que se va 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
disfuncion pancreatica.

En algunas realizaciones, las células estan contenidas dentro de una camara que no permite que las células salgan a
la circulacion de un sujeto, sin embargo, eso permite que los factores secretados por las células entren en la
circulaciéon. De esta manera, los factores solubles se pueden administrar a un sujeto permitiendo que las células
secreten los factores en la circulacion del sujeto. Dicha camara puede implantarse igualmente en un sitio en un sujeto
para aumentar los niveles locales de los factores solubles, por ejemplo, implantados en o cerca de un 6rgano
trasplantado.

En algunas realizaciones de la divulgacion, puede no ser necesario o deseable inmunosuprimir a un paciente antes
del inicio de la terapia con composiciones celulares. De acuerdo con lo anterior, el trasplante con células STRO-1 bright
alogénicas, o incluso células STRO-1 Pright xenogénicas, o su progenie puede ser tolerado en algunos casos.

Sin embargo, en otros casos, puede ser deseable o apropiado inmunosuprimir farmacoldégicamente a un paciente
antes de iniciar la terapia celular. Esto se puede lograr mediante el uso de agentes inmunosupresores sistémicos o
locales, o se puede lograr administrando las células en un dispositivo encapsulado. Las células pueden estar
encapsuladas en una capsula que es permeable a los nutrientes y el oxigeno requerido por la célula y los factores
terapéuticos, la célula ain es impermeable a los factores y células inmunes humorales. Preferiblemente, el
encapsulante es hipoalergénico, esta situado de manera facil y estable en un tejido diana, y proporciona una proteccion
afiadida a la estructura implantada. Estos y otros medios para reducir o eliminar una respuesta inmune a las células
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trasplantadas son conocidos en la técnica. Como alternativa, las células se pueden modificar genéticamente para
reducir su inmunogenicidad.

Composiciones de factores solubles

En una realizacién de la presente divulgacion, el sobrenadante o los factores solubles derivados de las células STRO-
1bight y/o derivados de las células de la progenie se administran en forma de una composicion, por ejemplo, que
comprende un portador y/o excipiente apropiado. Preferiblemente, el portador o excipiente no afecta adversamente al
efecto bioldgico de los factores solubles o el sobrenadante.

En una realizacion, la composicién comprende una composicién en cuestion para estabilizar un factor soluble o un
componente del sobrenadante, por ejemplo, un inhibidor de proteasa. Preferiblemente, el inhibidor de proteasa no se
incluye en una cantidad suficiente para tener un efecto adverso sobre un sujeto.

Las composiciones que comprenden sobrenadantes o factores solubles derivados de células STRO-1%rght y/o
derivados de células progenie se pueden preparar como suspensiones liquidas apropiadas, por ejemplo, en medio de
cultivo o en un portador estable o una solucién reguladora, por ejemplo, solucién salina reguladora con fosfato. Los
portadores apropiados se describen en este documento anteriormente. En otro ejemplo, las suspensiones que
comprenden sobrenadante o factores solubles derivados de células STRO-19" y/o células derivadas de la progenie
son suspensiones oleosas para inyeccion. Los solventes o vehiculos lipéfilos apropiados incluyen aceites grasos tales
como aceite de sésamo; o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos; o liposomas.
Las suspensiones que se utilizaran para inyeccion también pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad
de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension también
puede contener estabilizantes o agentes apropiados que aumenten la solubilidad de los compuestos para permitir la
preparacion de soluciones altamente concentradas.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el sobrenadante o los factores solubles en la
cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes descritos anteriormente,
segun se requiera, seguido de esterilizacion por filtracion.

En general, las dispersiones se preparan incorporando el sobrenadante o los factores solubles en un vehiculo esteéril
que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En
el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de
preparacion son el secado al vacio y la liofilizacién que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente deseado adicional de una solucién previamente esterilizada filtrada del mismo. De acuerdo con un aspecto
alternativo de la divulgacion, el sobrenadante o los factores solubles se pueden formular con uno o mas compuestos
adicionales que mejoran su solubilidad.

Se describen otros portadores o excipientes de ejemplo, por ejemplo, en Hardman, et al. (2001) Goodman and
Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, New York, N. Y.; Gennaro (2000) Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, and Wilkins, New York, N. Y.; Avis, et al. (eds.) (1993)
Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990)
Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage
Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner and Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel
Dekker, Inc., New York, N. Y.

Las composiciones terapéuticas por lo general deberian ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicion se puede formular como una solucién, microemulsién, liposoma u otra estructura
ordenada. El portador puede ser un solvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas apropiadas de los mismos. La fluidez
apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de surfactantes. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
conseguirse incluyendo en la composicion un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato
y gelatina. Ademas, los factores solubles se pueden administrar en una formulacion de liberacion temporal, por
ejemplo, en una composicién que incluye un polimero de liberacion lenta. Los compuestos activos se pueden preparar
con portadores que protegeran el compuesto contra la liberacion rapida, tal como una formulacion de liberacion
controlada, que incluye implantes y sistemas de administracion microencapsulados. Se pueden usar polimeros
biodegradables y biocompatibles, tal como etileno acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno,
poliortoésteres, acido polilactico y polilactico, copolimeros poliglicélicos (PLG). Muchos procedimientos para la
preparacion de tales formulaciones estan patentados o son conocidos en general para los expertos en el arte.

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

Modos de administracion
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El sobrenadante o los factores solubles derivados de células STRO-1%1M, |as células STRO-19" o su progenie se
pueden implantar quirdrgicamente, inyectar, administrar (por ejemplo, por medio de un catéter o jeringa) o de ofra
manera administrar directa o indirectamente en el sitio que necesita reparacion o aumento, por ejemplo, un érgano o
en el sistema sanguineo de un sujeto.

Preferiblemente, el sobrenadante o los factores solubles derivados de células STRO-1°e" |as células STRO-1bright o
su progenie se administran a la corriente sanguinea de un sujeto. Por ejemplo, el sobrenadante o factores solubles
derivados de células STRO-1"19" |ag células STRO-1P9M o su progenie se administran por via parenteral. Las rutas
de ejemplo de administracion parenteral incluyen, pero no estan limitadas a, intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intraarterial, intraperitoneal, intraventricular, intracerebroventricular, intratecal. Preferiblemente, el sobrenadante o
factores solubles derivados de células STRO-1Mh  células STRO-1”9" o su progenie se administran
intraarterialmente, en una aorta, en una auricula o ventriculo del corazén o en un vaso sanguineo conectado a un
pancreas, por ejemplo, una aorta abdominal, una arteria mesentérica superior, una arteria pancreaticoduodenal o una
arteria esplénica.

En el caso de la administracién de células a una auricula o ventriculo del corazén, se prefiere que las células se
administren a la auricula o ventriculo izquierdo para evitar las complicaciones que pueden surgir de la entrega rapida
de células a los pulmones.

Preferiblemente, el sobrenadante o los factores solubles derivados de las células STRO-1%18ht |as células STRO-1bright
0 su progenie se inyectan en el sitio de administracion, por ejemplo, usando una jeringa o a través de un catéter o una
linea central.

La seleccion de un régimen de administracion para una formulacion terapéutica depende de varios factores, que
incluyen la tasa de renovacion de suero o tejido de la entidad, el nivel de sintomas y la inmunogenicidad de la entidad.
Preferiblemente, un régimen de administracion maximiza la cantidad de compuesto terapéutico entregado al paciente
consistente con un nivel aceptable de efectos secundarios. De acuerdo con lo anterior, la cantidad de formulacién
administrada depende en parte de la entidad particular y de la gravedad de la afeccidon que se trata.

En una realizacion, los factores solubles o sobrenadantes derivados de células STRO-1%ra"t |as células STRO-1bright o
su progenie se administran como una Unica dosis de bolo. Alternativamente, los factores solubles o sobrenadantes
derivados de células STRO-1P19"t células STRO-19" o 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
preferido es uno que implica la dosis maxima o frecuencia de dosis que evita los efectos secundarios indeseables
significativos. Una dosis semanal total depende del tipo y la actividad del compuesto que se usa. La determinacion de
la dosis apropiada se realiza por un médico, por ejemplo, usando parametros o factores conocidos o sospechosos en
la técnica para afectar el tratamiento o se prevé que afecten al tratamiento. Generalmente, la dosis comienza con una
cantidad algo menor que la dosis éptima y se incrementa en pequefios incrementos a partir de entonces hasta que se
alcanza el efecto deseado u 6ptimo con respecto a cualquier efecto secundario negativo. Las medidas diagndsticas
importantes incluyen las de los sintomas de la diabetes.

Los ejemplos que no estan cubiertos por las reivindicaciones adjuntas se dan solo con fines comparativos.
Ejemplos
Ejemplo 1: preparacién de MSC

Las MSC se generan de novo a partir de la médula ésea como se describe en el documento US 5,837,539.
Aproximadamente 80-100 ml de médula se aspiraron en jeringas que contenian heparina estéril y se llevaron al
Laboratorio de Terapia Celular MDACC para la generacion de MSC. Las células mononucleares de la médula 6sea se
aislaron usando ficoll-hypaque y se colocaron en dos matraces T175 con 50 ml por matraz de medio de expansion
MSC que incluye MEM alfa modificado («MEM) que contiene gentamicina, glutamina (2 mM) y suero fetal bovino (FBS)
al 20% (v/v) (Hyclone).

Las células se cultivaron durante 2-3 dias en 37°C, 5% de CO» en cuyo momento se eliminaron las células no
adherentes; las células adherentes restantes se cultivaron continuamente hasta que la confluencia celular alcanzé
70% o mas (7-10 dias), y luego las células se tripsinizaron y se reemplazaron en seis matraces T175 con medio de
expansion MSC (50 ml de medio por matraz). Como se describe en la tabla 5 del documento US 5,837,539, las MSC
aisladas y expandidas de esta manera son STRO-1 negativas.

Ejemplo 2: inmunoseleccion de MPC mediante seleccion de células STRO-3*

La médula 6sea (BM) es recolectada de voluntarios adultos sanos y normales (20-35 afios), de acuerdo con los
procedimientos aprobados por the Institutional Ethics Committee of the Royal Adelaide Hospital. En resumen, se
aspiran 40 ml de BM de la cresta iliaca posterior en tubos que contienen anticoagulante de heparina de litio.

Se preparan BMMNC por separacion en gradiente de densidad usando Lymphoprep™ (Nycomed Pharma, Oslo,
Noruega) como se describid previamente (Zannettino, A.C. et al. (1998) Blood 92: 2613-2628). Después de la
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centrifugacion a 400 x g durante 30 minutos a 4 °C, la capa leucocitaria se retira con una pipeta de transferencia y se
lavo tres veces en "HHF", compuesto de solucion salina equilibrada de Hank (HBSS; Life Technologies, Gaithersburg,
MD), que contiene suero de ternera fetal al 5% (FCS, CSL Limited, Victoria, Australia).

Las células STRO-3* (o TNAP*) posteriormente se aislaron mediante clasificacion magnética de células activadas
como se describe previamente (Gronthos et al. (2003) Journal of Cell Science 116: 1827-1835; Gronthos, S. and
Simmons, P.J. (1995) Blood 85: 929-940). En resumen, se incuban aproximadamente 1-3 x 108 BMMNC en solucion
reguladora de bloqueo, que consiste en suero de conejo normal al 10% (v/v) en HHF durante 20 minutos en hielo. Las
células se incuban con 200 pl de una solucion de 10 pg/ml de STRO-3 mAb en solucion reguladora de bloqueo durante
1 hora en hielo. Las células se lavan posteriormente dos veces en HHF mediante centrifugacion a 400 x g. Se afiade
una dilucion 1/50 de y-biotina anti-raton de cabra (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, RU) en solucion
reguladora HHF y las células se incuban durante 1 hora en hielo. Las células se lavaron dos veces en solucion
reguladora MACS (PBS libre de Ca?* - y Mn?* suplementado con BSA al 1%, EDTA 5 mM y azida sodica al 0.01%)
como anteriormente y se resuspendio en un volumen final de 0.9 ml de solucion reguladora MACS.

Se afiaden a la suspension celular cien pl de microperlas de estreptavidina (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,
Alemania) y se incuban en hielo durante 15 minutos. La suspension celular se lavé dos veces y se resuspendié en 0.5
ml de solucion reguladora MACS y posteriormente se cargé en una columna de mini MACS (Columnas MS, Miltenyi
Biotec), y se lavo tres veces con 0.5 ml de solucién reguladora MACS para recuperar las células que no se unen a la
STRO- 3 mAb (depositado el 19 de diciembre de 2005 con American Type Culture Collection (ATCC) con el niUmero
de acceso PTA-7282 - véase la Publicacion Internacional No. WO 2006/108229). Después de la adicion de 1 ml mas
de solucién reguladora MACS, la columna se retira del iman y las células TNAP* se aislan por presiéon positiva. Se
puede tefiir una alicuota de células de cada fraccion con estreptavidina-FITC y se puede determinar la pureza mediante
citometria de flujo.

Ejemplo 3: Las células seleccionadas por el STRO-3 mAb son células STRO-1Pright

Los experimentos se disefaron para confirmar el potencial de usar STRO-3 mAb como un Unico reactivo para aislar
las células STRO-1bright,

Dado que STRO-3 (IgG1) es un isotipo diferente al de STRO-1 (IgM), la capacidad de STRO-3 para identificar CFU-F
clonogénica se evalu6 mediante un analisis FACS de doble color basado en su coexpresion con células STRO-1*
aisladas usando el procedimiento MACS (Figura 1). El histograma del grafico de puntos representa 5 x 10* eventos
recopilados como datos del modo lista. Las lineas verticales y horizontales se ajustaron a los niveles de reactividad
de <1.0% de fluorescencia media obtenida con los anticuerpos de control no coincidentes, 1B5 (IgG) y 1A6.12 (IgM)
tratados en las mismas condiciones. Los resultados demuestran que una poblacién menor de células STRO-1bright
coexpresd TNAP (cuadrante superior derecho) mientras que las células STRO-1* restantes no pudieron reaccionar
con el STRO-3 mAb. Las células aisladas por FACS de los cuatro cuadrantes se analizaron posteriormente para
determinar la incidencia de CFU-F (Tabla 1).

Tabla 1: Enriquecimiento de células de la médula 6sea humana mediante analisis de FACS de doble color basado
en la coexpresion de los marcadores de superficie celular STRO-1 y TNAP (consultar la figura 1). Las células
clasificadas FACS se cultivaron en condiciones clonogénicas estandar en MEM alfa suplementado con FCS al 20%.
Los datos representan el nimero medio de células formadoras de colonias del dia 14 (CFU-F) por 10° células
recubiertas con + SE (n = 3 aspirados de la médula 6sea diferentes). Estos datos sugieren que las MPC humanas
estan restringidas exclusivamente a la fraccion positiva de TNAP de BM que coexpresa el antigeno STRO-1 de
manera mas brillante.

Fraccion de la médula 6sea Frecuencia de CFU-F/10° células Enriquecimiento  (aumento  de
pliegue)

BMMNC no fraccionada 11.0+£2.2 1.0

TNAP+/STRO-1Pright 4,511+ 185 410

TNAP+/STRO-19! 0.0 0.0

Ejemplo 4: expresion relativa de proteina de superficie y gen de células STRO-1%! y STRO-1bright

En la primera serie de experimentos, se empled un analisis semicuantitativo de RT-PCR para examinar el perfil de
expresion génica de diversos genes asociados al linaje expresados por poblaciones de STRO-19" o STRO-1right,
aisladas por clasificacion de células activadas por fluorescencia (Figura 2A). En la segunda serie de experimentos, se
empled citometria de flujo y analisis de fluorescencia de canal medio para examinar el perfil de expresion de proteina
de superficie de diversas proteinas asociadas a linaje expresadas por poblaciones de STRO-1%" o STRO-1bright,
aisladas por clasificaciéon de células activadas por fluorescencia.

Se prepard ARN celular total a partir de ya sea 2 x 10° células primarias seleccionadas STRO-1%" o STRO-1bright,
pellas de condrocitos y otros cultivos inducidos y se lisaron usando el procedimiento de extraccion RNAzolB (Biotecx
Lab. Inc., Houston, TX), segun las recomendaciones del fabricante. El ARN aislado de cada subpoblacion se usé luego
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como plantilla para la sintesis de ADNc, preparado usando un kit de sintesis de ADNc de primera cadena (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suecia). La expresion de diversos transcritos se evalué mediante amplificacion por PCR, usando un
protocolo estandar como se describid previamente (Gronthos et al., J. Hueso and Min. Res. 14:48-57, 1999). Los
conjuntos de cebadores usados en este estudio se muestran en la tabla 2. Después de la amplificacion, cada mezcla
de reaccion se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se visualizé mediante tincion con bromuro
de etidio. La integridad del ARN se evalué mediante la expresion de GAPDH.

La expresion génica relativa para cada marcador celular se evalué con referencia a la expresion del gen constitutivo,
GAPDH, usando el software ImageQant (Figura 2B, C). Ademas, se us6 el analisis de citometria de flujo de doble color
para examinar el perfil de expresion de proteina de MPC expandidas ex vivo basandose en su expresion de una gama
mas amplia de marcadores asociados a linaje celular en combinacion con el anticuerpo STRO-1. En la Tabla 3 se
presenta un resumen del fenotipo general basado en la expresion del gen y la proteina de células STRO-14"y STRO-
1bright cultivadas. Los datos indican que MPC STRO-1P9ht expandidas ex vivo presentan una expresion
diferencialmente mas alta de marcadores asociados con células perivasculares, incluyendo angiopoyetina-1, VCAM-
1, SDF-1, IL-1g, TNFa, y RANKL. Las comparaciones entre la proteina y los perfiles de expresion génica de las células
cultivadas STRO-19'y STRO-119t se resumen en las tablas 3 y 4.

También se realizaron estudios de hibridacion sustractiva con el fin de identificar genes expresados de manera Unica
por las células STRO-1°M9" En resumen, se aislaron STRO-1¢"y STRO-1°"9"t como se describié anteriormente (véase
la figura 3A). El ARN total se prepard a partir de células STRO-19" y STRO-1*19" reunidas a partir de 5 muestras
diferentes de médula usando el sistema ARN STAT-60 (TEL-TEST). La sintesis de la primera cadena se realizd usando
el kit de sintesis SMART ADNc (Clontech Laboratories). EI ARNm resultante/hibrido de ADNc monocatenario se
amplificé por PCR a larga distancia (kit de PCR Advantage 2; Clontech) usando sitios de cebador especificos en los
extremos primarios 3 'y 5' formados durante el procedimiento de RT inicial de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Después de la digestién con Rsal del ADNc de STRO-19"t se usaron 2 alicuotas para ligar diferentes
oligonucledtidos adaptadores especificos usando el kit de Sustraccion de ADNc de PCR-Select de Clontech. Se
realizaron dos rondas de hibridacion sustractiva usando ADNc de STRO-11ht (probador) y STRO-14" (conductor), y
viceversa, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Este procedimiento también se realizé a la inversa usando ADNc
probador STRO-14" hibrido contra ADNc conductor STRO-1bright,

Para identificar genes expresados de manera Unica por la poblacion STRO-19" se us6 ADNc sustraido de STRO-
1bright nara construir filtros de micromatriz de baja densidad replicados que comprendian 200 clones bacterianos
seleccionados al azar transformados con los ADNc restados de STRO-19" [igados en un vector de clonacion T/A.
Las micromatrices se sondearon posteriormente con ya sea ADNc sustraido STRO-1"9" o con STRO-19" marcado
con [*P] dCTP (Figura 3B-C). El cribado diferencial identifico un total de 44 clones, que se expresaron muy
diferencialmente entre las subpoblaciones STRO-19" y STRO-119", | a secuenciacion de ADN de todos los clones
expresados diferencialmente reveld que solo 1 clon era representativo de un mitdgeno de células estromales conocido;
concretamente, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Gronthos and Simmons, Blood. 85: 929-940,
1995). Curiosamente, se encontré6 que 6 de los 44 clones contenian insertos de ADN correspondientes a la
quimioquina, factor 1 derivado del estroma (SDF-1). La gran abundancia de transcritos de SDF-1 en células STRO-
1bright humanas se confirmé mediante RT-PCR semicuantitativa de ARN total preparado a partir de subpoblaciones
STRO-1Pright recién clasificadas, STRO-1%" y STRO-1"e9aa de |a médula 6sea (Figura 3D y Tabla 3).

Tabla 2. cebadores de RT-PCR y condiciones para la amplificacion especifica de ARNm humana

Gen diana Secuencias cebadoras (5’-3’) sentido/antisentido Tamanio del
producto

GAPDH CACTGACACGTTGGCAGTGG/ ar
CATGGAGAAGGCTGGGGCTC

SDF-1 GAGACCCGCGCTCGTCCGCC/ 364
GCTGGACTCCTACTGTAAGGG

IL-1pB AGGAAGATGCTGGTTCCCTCTC/ 151
CAGTTCAGTGATCGTACAGGTGC

FLT-1 TCACTATGGAAGATCTGATTTCTTACAGT/ | 380
GGTATAAATACACATGTGCTTCTAG
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TNF-a TCAGATCATCTTCTCGAACC/ 361
CAGATAGATGGGCTCATACC

KDR TATAGATGGTGTAACCCGGA/ 450
TTTGTCACTGAGACAGCTTGG |

RANKL AACAGGCCTTTCAAGGAGCTG/ 538
TAAGGAGGGGTTGGAGACCTCG

Leptina ATGCATTGGGAACCCTGTGC/ 492
GCACCCAGGGCTGAGGTCCA

CBFA-1 GTGGACGAGGCAAGAGTTTCA/ 632
TGGCAGGTAGGTGTGGTAGTG

PPARy2 AACTGCGGGGAAACTTGGGAGATTCTCC/ | 341
AATAATAAGGTGGAGATGCAGGCTCC

OCN ATGAGAGCCCTCACACTCCTC/ 289
CGTAGAAGCGCCGATAGGC

MyoD AAGCGCCATCTCTTGAGGTA/ 270
GCGAGAAACGTGAACCTAGC 270

SMMHC CTGGGCAACGTAGTAAAACC/ 150
TATAGCTCATTGCAGCCTCG

GFAP CTGTTGCCAGAGATGGAGGTT/ 370
TCATCGCTCAGGAGGTCCTT

Nestina GGCAGCGTTGGAACAGAGGTTGGA/ 460
CTCTAAACTGGAGTGGTCAGGGCT

SOX9 CTCTGCCTGTTTGGACTTTGT/ 598
CCTTTGCTTGCCTTTTACCTC

Colageno tipo X AGCCAGGGTTGCCAGGACCA/ 387
TTTTCCCACTCCAGGAGGGC

Aggrecan CACTGTTACCGCCACTTCCC/ 184
ACCAGCGGAAGTCCCCTTCG

Tabla 3. Resumen de la expresion génica relativa en poblaciones de STRO-18rg"t y STRO-1P4!. Se presenta una lista
de genes que muestran expresion medible y diferencial entre las poblaciones STRO-18"9"t y STRO-1P, seguin lo
determinado por la PCR de transcripcion inversa. Los valores representan la expresion génica relativa con referencia

al gen de mantenimiento de la casa, GAPDH.

Expresion génica relativa a GAPDH

Tejido

Marcador STRO-1Bright

STRO-10d!

Neuronas

GFAP (Proteina acida fibrilar glial) 0.1

0.7
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Hueso OCN (Osteocalcina) 1.1 2.5
OSX (Osterix) 0.4 1.3
CBFA-1 (Factor de union ala proteina-1 del nacleo) | 0.3 0.6
Inmunoregulador RANKL (Activador del receptor del factor nucleark | 1.6 0.3
B)
SDF-1-alfa (factor-1-alfa derivado del estroma) 3.2 0.1
Grasa Leptina 3.1 4.2
Cardiomiocitos GATA-4 1.1 2.9
Células Ang-1 (Angiopoyetina-1) 15 0.8
endoteliales
Condrocitos Sox 9 0.3 1.1
COL X (Colageno X) 3.5 2.8
Citoquinas TNF-alfa (Necrosis tumoral alfa) 1.7 0.9
proinflamatorias

Para correlacionar la expresion de la superficie de la proteina con la densidad de expresién de STRO-1, se prepararon
suspensiones de células individuales de MPC de la médula 6sea derivadas de células expandidas ex vivo por
separacion de tripsina/EDTA y posteriormente se incubaron con el anticuerpo STRO-1 en combinacion con anticuerpos
que identifican una amplia gama de marcadores asociados al linaje celular. Se identific6 STRO-1 usando un
isotiocianato de fluoresceina - IgM de cabra anti-murino, mientras que todos los demas marcadores se identificaron
usando ya sea ficoeritrina - |gG-de cabra anti-ratén o anti-conejo. Para aquellos anticuerpos que identifican antigenos
intracelulares, las preparaciones celulares se marcaron primero con el anticuerpo STRO-1, se fijaron con etanol al
70% frio para permeabilizar la membrana celular y luego se incubaron con anticuerpos especificos del antigeno
intracelular. Los anticuerpos de control emparejados con isotipo se usaron en condiciones idénticas. El analisis de
citometria de flujo de doble color se realizé usando un citdmetro de flup COULTER EPICS y se recogieron los datos
de modo de lista. Los graficos de transferencia representan 5,000 eventos de modo de lista que indican el nivel de
intensidad de fluorescencia para cada marcador de célula de linaje (eje y) y STRO-1 (eje x). Los cuadrantes verticales
y horizontales se establecieron con referencia a los anticuerpos de control negativo de isotipo coincidente.

Tabla 4. Resumen de la expresidn de proteina relativa en poblaciones de STRO-1Brght y STRO-1P4! Se presenta una
lista de proteinas que muestran expresion diferencial entre las poblaciones de STRO-1B19ht y STRO-1P4! seglin lo
determinado por citometria de flujo. Los valores representan la intensidad de fluorescencia media relativa de la tincion.

Intensidad media de fluorescencia

Tejido Marcador STRO-15right STRO-1PU!
Neuronas Neurofilamento 1.7 20.5
Hueso ALK PHOS (fosfatasa alcalina) 5.7 44.5
Inmunoregulador RANKL (Activador del receptor del factor nuclear k | 658.5 31.0

B)
Células epiteliales CytoKeratin 10+13 1.2 23.3

Cytokeratin 14 1.8 8.8
Musculo liso o-SMA (Actina del musculo liso alfa) 318.0 286.0
Condrocitos Biglycan 84.4 65.9
Fibroblasto Basal Tenascina C 22.2 6.9
Cardiomiocito Troponina C 2.5 15.0

Estos resultados muestran que SDF-1alfa y RANKL son altamente expresados por células STRO-1%9" Esto es
importante porque se sabe que ambas proteinas estan implicadas en la regulacion positiva de las células T reguladoras
CD4+ CD25+ que confieren proteccion contra trastornos inmunes tales como GVHD (Loser et al., Nature Medicine
12:1372-1379, 2006; Hess, Biol. Blood Marrow Transplant, 12 (1 Suppl 2):13-21, 2006; y Meiron et al., J. Exp. Medicine
205:2643-2655, 2008).

Ejemplo 5. Actividad inmunosupresora in vitro

Para evaluar la actividad inmunosupresora de células STRO-1P9ht expandidas en cultivo (MPC (B)), se uso
estimulacion con CD3/CD28 como lectura. Los resultados se compararon con una poblacién de células de STRO-1
negativas derivadas de la médula dsea, expandidas en cultivo, aisladas como en el ejemplo 1 (MSC (A)). Se
estimularon células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) con perlas recubiertas con CD3/CD28 en
presencia de 4 concentraciones crecientes de preparaciones de MSC y MPC. La proliferacion de células T se midio
mediante la incorporacién de 3H-Tdr.

Se analizaron las MSC (A) y MPC STRO-1"ht (B) para determinar su capacidad para suprimir la respuesta de las
células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) a la estimulacién con CD3/CD28. Se afadieron MSC y
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MPC o MSC humano de control adquirido comercialmente (Lonza) en diferentes proporciones a los cultivos de PBMC.
Después de 3 dias, se afiadié 3H-Tdr durante 18 horas y luego se recogieron los cultivos.

La proliferacion de PBMC en respuesta a CD3/CD28 se inhibié de una manera dependiente de la dosis por todas las
preparaciones. Sin embargo, la preparacion B fue claramente superior al efecto producido por la preparacion A asi
como también al control hMSC (Figura 4). En una proporciéon MSC: PBMC 1: 100, MPC B inhibia todavia el 70% de la
proliferacion de células T de control, mientras que el control adquirido comercialmente MSC (Lonza) y MSC A
producian una inhibicion del 50% y 60%, respectivamente (Figura 5).

Ejemplo 6: Induccién y tratamiento de GvHD

Se investigo la actividad inmunosupresora in vivo de células STRO-119"t (MPC (B)) usando un modelo de enfermedad
de injerto contra huésped (GvHD) basado en un par de receptores donantes no apareados para multiples loci de
histocompatibilidad menores. Se inyectaron células mononucleares de la médula ésea agotadas de células (BMMC)
(5x10°) y esplenocitos (30x108) de donantes B10.D2 (H2d) por via intravenosa en ratones receptores BALB/c (H2d)
irradiados letalmente (750cGy). En esta situacion, los linfocitos esplénicos de B10.D2 reconocen y atacan a los tejidos
receptores BALB/c y producen pérdida de peso, fibrosis y pérdida de cabello. La enfermedad se controlé usando el
sistema de puntuacion convencional pesando los animales y evaluando las manifestaciones de la piel desde la semana
4-5 después del trasplante. Como comparacion, se evaluo la actividad inmunosupresora de células STRO-1 negativas
derivadas de la médula 6sea aisladas como en el ejemplo 1 (MSC (A)).

Mientras que un grupo de control positivo de ratones no recibié ningun tratamiento adicional, los grupos experimentales
se inyectaron por via intravenosa con MSC (A) o MPC STRO-1"9" (B) en una dosis de 2x108, 1x108 o 0.3x10%/raton
desde la semana 4 cada semana por 3 veces. Los ratones fueron controlados dos veces por semana. Cada grupo
contenia ocho ratones.

Ejemplo 7: Efectos de MSCs y MPCs en el desarrollo de GvHD

Los ratones recibieron 1 0 2x108 MSC A (A1 y A2), 1 o 2x10® MPC B (B1 y B2). La cinética de la enfermedad en
ausencia o presencia de tratamiento MSC se informa en la figura 6. Tras la infusion de 1x10° células, hubo una clara
diferencia entre los efectos de B y A. Mientras que los ratones que recibieron la preparaciéon A no presentaron ninguna
diferencia sustancial de los que no recibieron células, el grupo al que se inyecto la preparacion B mostré un dramatico
efecto beneficioso sobre la gravedad de la enfermedad. Trece semanas después del trasplante, los ratones que habian
recibido B1 tenian una puntuacion promedio de GvHD de 0.5 en comparacién con 2.3 en los otros grupos.

Luego se investigo si el efecto anti-GvHD era dependiente de la dosis. Por lo tanto, a un grupo de ratones se les
inyectd una dosis mas alta (2x108 por ratén) y una con una dosis mas baja (0.3x10° por ratén) de A o B de acuerdo
con las mismas modalidades descritas para la dosis anterior. La figura 7 informa los efectos de la dosis mas alta. El
efecto terapéutico de altas dosis de MPC (B2) fue superior en relaciéon con A2, sin GvHD visto en absoluto durante las
primeras 11 semanas en este grupo. A las 14 y 15 semanas, las consecuencias de GvHD por ratén fueron incluso
mas dramaticas (Figura 8) sin ningun ratén sobreviviendo en el grupo A1.

Finalmente, la inyeccién de una dosis inferior (0.3x108 por ratén) demostré nuevamente que, a las 9 semanas, las
MPC STRO-1uright (B) tenian un efecto superior sobre la reduccion de la puntuacion de GVHD que A (Figuras 9y 10).

Los datos de este estudio piloto han demostrado consistentemente que las MPC STRO-1°g"t presentaban
capacidades inmunosupresoras superiores en comparacion con ya sea ningun tratamiento o tratamiento con MSC
STRO-1 negativas. Esto fue evidente en el ensayo in vitro y, lo mas importante, en el ensayo in vivo. Las MPC STRO-
1bright hrodujeron un efecto clinico dramatico en la prevencion de GvHD administradas en intervalos de dosis de 0.3-
2x108 células por raton.
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REIVINDICACIONES

1. Una poblacion de células multipotenciales expandidas en cultivo a partir de una poblacién de células enriquecidas
para células STRO-1°9" para su uso en un procedimiento para prevenir el desarrollo o el tratamiento de
complicaciones de la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) en un paciente humano que sufre o esta a punto
de sufrir trasplante de médula 6sea, procedimiento que comprende administrar, al paciente humano, la poblacion de

células multipotenciales expandidas en cultivo a partir de una poblacién de células enriquecidas para células STRO-
1bright_

2. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la poblaciéon de
células multipotenciales se administra al paciente humano antes de someterse al trasplante de médula ésea.

3. La poblaciéon de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la poblacién de
células multipotenciales se administra al paciente humano en el momento del trasplante de médula ésea.

4. La poblacién de células multipotenciales para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el trasplante de
médula ésea es alogénico.

5. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la poblacién de
células multipotenciales es alogénica.

6. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la poblacion de
células multipotenciales se administra por via sistémica.

7. La poblacion de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la poblacién de
células multipotenciales se administra mediante inyeccién intravenosa.

8. La poblacién de células multipotenciales para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la poblacién
administrada de células multipotenciales comprende entre 0.1 x 108 a 5 x 108 células.

9. La poblacion de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la poblacién
administrada de células multipotenciales comprende entre 0.3 x 108 a 2 x 108 células.

10. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la poblaciéon
administrada de células multipotenciales comprende entre 0.1 x 10%y 0.5 x 10° células.

11. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la poblaciéon
administrada de células multipotenciales comprende aproximadamente 0.3 x 108 células.

12. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la poblaciéon
administrada de células multipotenciales se administra una vez a la semana o con menos frecuencia.

13. La poblacién de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el paciente
humano padece anemia aplasica, mielofibrosis o insuficiencia de la médula 6sea después de quimioterapia y
radioterapia.

14. La poblaciéon de células multipotenciales para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, cuyo procedimiento
comprende ademas administrar un farmaco inmunosupresor al paciente humano.
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