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DESCRIPCION

Células estromales aisladas y métodos de uso de las mismas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de células estromales aisladas que se han aislado de una muestra de médula
Osea obtenida de un donante singénico equilibrado normal, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de un paciente que padece una enfermedad, trastorno o estado caracterizados por un defecto de huesos o cartilagos, en
el que el donante es singénico con dicho paciente y en el que el medicamento es para administracion a dicho paciente
por infusién intravenosa, y al uso de células estromales aisladas que se han aislado de una muestra de médula ésea
de un paciente y que se han cultivado en condiciones que producen replicacién de dichas células estromales en un
cultivo expandido de células estromales en la fabricacion de un medicamento para tratar a un paciente que padece
una enfermedad, trastorno o estado caracterizados por un gen mutado, que no funciona o subexpresado que produce
un defecto en los huesos o cartilagos de dicho paciente, en el que dicho medicamento es para administracién a dicho
paciente por infusién intravenosa.

Fundamento de la invencion

Ademads de células estaminales hematopoyéticas, la médula 6sea contiene “células estromales”, que son célu-
las precursoras mesenquimales (Friedenstein, A.J. et al., Exp. Hemat. 4:267-274 (1976)), que se caracterizan por sus
propiedades de adherencia cuando se separan células de médula 6sea y se ponen en placas de plastico. En aproximada-
mente cuatro horas, las células estromales se adhieren al plastico y pueden aislarse asi separando de las placas células
no adheridas. Estas células de médula 6sea que se adhieren estrechamente a plastico se han estudiado extensamente
(Castro-Malaspina, H. et al., Blood 56:289-301 (1980); Piersma, A.H. et al., Exp. Hematol. 13:237-243 (1985); Sim-
mons, P.J. y Torok-Storb, B., Blood 78:55-62 (1991); Beresford, J.N. et al., J. Cell. Sci. 102:341-351 (1992); Liesveld,
J.L. et al., Blood 73:1794-1800 (1989); Liesveld, J.L. et al., Exp. Hematot 19:63-70 (1990); y Bennett, J.H. et al., J.
Cell. Sci. 99:131-139 (1991)). Segtn se usa aqui, la expresion “células adherentes” se entiende que se refiere a células
estromales y la expresion “células no adherentes” se entiende que se refiere a células precursoras hematppoyéticas.

Se cree que las células estromales participan en la creacién del microambiente con la médula 6sea in vivo. Cuando
se aislan, las células estromales son inicialmente inactivas, pero comienzan eventualmente a dividirse de modo que
pueden cultivarse in vitro. Pueden establecerse y mantenerse nimeros expandidos de células estromales. Se han usado
células estromales para generar colonias de células adipociticas y osteogénicas fibrobldsticas cuando se cultivan en
condiciones apropiadas. Si se cultivan las células adherentes en presencia de hidrocortisona u otras condiciones selec-
tivas, se obtienen poblaciones enriquecidas en precursores hematopoyéticos o células osteogénicas (Carter, R.F. et al.,
Blood 79:356-364 (1992) y Bienzle, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:350-354 (1994)).

Hay varios ejemplos del uso de células estromales. La Patente Europea EP 0.381.490, que se incorpora aqui como
referencia, describe terapia génica usando células estromales. En particular, se describe un método para tratar hemo-
filia. Se han usado células estromales para producir tejido fibroso, hueso o cartilago cuando se implantan en tejidos
selectivos in vivo (Ohgushi, H. et al., Acte. Orthop. Scand. 60:334-339 (1989); Nakahara, H. et al., J. Orthop. Res.
9:465-476 (1991); Niedzwiedski, T. et al., Biomaterials 14:115-121 (1993); y Wakitani, S. et al., J. Bone & Surg.
T6A:579-592 (1994)). En algunos informes, se usan células estromales para generar hueso o cartilago in vivo cuando
se implantan subcutdneamente con una cerdmica porosa (Ohgushi, H. ef al. Acta. Orthop. Scand. 60:334-339 (1989)),
intraperitonealmente en una cdmara de difusién (Nakahara, H. et al. J. OLrthop. Res. 9:465-476 (1991)), percutdnea-
mente en un defecto de hueso inducido quirtrgicamente (Niedzwiedski, T. et al. Biomaterials. 14:115-121 (1993)) o
se trasplantan dentro de un gen de coldgeno para reparar un defecto quirdrgico en un cartilago de unién (Wakitani, S.
et al. J. Bone & Surg. 76A:579-592 (1994)). Piersma, A.H. et al. Brit. J. Hematol. 54:285-290 (1983) describen que,
después de trasplante intravenoso de médula 6sea, las células formadoras de colonias de fibroblastos que forman el es-
troma hematopoyético se alojan y permanecen en la médula 6sea del hospedante. Stewart et al. (Blood 81:2566-2571
(1993)) han observado recientemente que administraciones inusualmente grandes y repetidas de células de médula
6sea producian injerto a largo plazo de precursores hematopoyéticos en ratones que no habian experimentado ablacién
de médula. También, Bienzle et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:350-354 (1994)) usaron con éxito cultivos de
médula 6sea a largo plazo como células donantes para poblar permanentemente células hematopoyéticas en perros sin
ablaciéon de médula. En algunos informes, se usaron células estromales como células que establecen un microambiente
para el cultivo de precursores hematopoyéticos (Anklesaria, PNAS USA 84:7681-7685 (1987)) o como fuente de una
poblacién enriquecida de células estaminales hematopoyéticas (Kiefer, Blood 78(10):2577-2582 (1991)).

Sumario de la invencién
La presente invencién es como se define en las reivindicaciones.
Descripcion breve de la figura

La Figura 1 muestra un esquema de las construcciones retroviricas pCMV-lac Z, pCOLI-lac Z'y pCOL2-lac Z. Las
casettes de las construcciones génicas son: LTR-Neo-promotor-Lac Z-LTR.
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La Figura 2 es una ilustracién esquematica de una cdmara de difusion.

Descripcion detallada de la invencion

Segtin se usan aqui, “células estromales”, “fibroblastos formadores de colonias”, “células estromales de médula”,
“células adherentes” y “MSCs” se usan intercambiablemente y pretenden referirse a la pequefia fraccion de células de
la médula 6sea que pueden servir como precursores de tipo células estaminales de osteocitos, condrocitos y adipocitos,
y que pueden aislarse de la médula ésea por su capacidad para adherirse a placas de pléstico. Las células estroma-
les pueden derivarse de cualquier animal. En algunas realizaciones, las celulas estromales se derivan de primates,
preferiblemente seres humanos.

Segtn se usan aqui, “enfermedades, trastornos y estados caracterizados por un defecto génico” pretende referirse a
enfermedades, trastornos y estados en los que genes defectuosos y/o una expresion de genes insuficiente estdn enlaza-
dos causalmente con la enfermedad o sintomas. Un individuo que tenga alguno entre varias enfermedades, trastornos
y estados caracterizados por un defecto génico puede identificarse por los expertos ordinarios en la técnica. Los ejem-
plos de enfermedades, trastornos y estados caracterizados por un defecto génico incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
deficiencia de hormona del crecimiento, diabetes, deficiencia de adenina desaminasa, hemofilia A y hemofilia B. Los
métodos y medios para diagnosticar cada uno de tales estados son muy conocidos.

Segtn se usa aqui, la expresion “enfermedad, trastorno o estado caracterizados por un defecto en huesos, cartilagos
o pulmones” trata de referirse a enfermedades, trastornos y estados que son causados por una mutacién genética en
un gen que se expresa por células de huesos, células que componen cartilagos o células de pulmén de tal modo que
uno de los efectos de tal mutacién se manifiesta por una estructura y/o funcién anormales de los huesos, cartilagos y
pulmones respectivamente.

Segin se usa aqui, la expresion “enfermedad, trastorno o estado caracterizados por un defecto en la dermis, vasos
sanguineos, corazén y rifién” trata de referirse a enfermedades, trastornos y estados que son causados por una mutacién
genética en un gen que se expresa por células de la dermis, vasos sanguineos, corazén y rifién de tal modo que uno
de los efectos de tal mutacidn se manifiesta por una estructura y/o funcién anormales de la dermis, vasos sanguineos,
corazén y rifién respectivamente. Los ejemplos de enfermedades, trastornos y estados caracterizados por un defecto
en la dermis incluyen quemaduras, tdlceras de dectbito y tlceras diabéticas.

Segtin se usa aqui, “enfermedades, trastornos y estados caracterizados por un defecto génico de un gen que co-
difica una proteina segregada” pretende referirse a enfermedades, trastornos y estados caracterizados por un defecto
génico en el que el gen que es defectuoso produce o codifica una proteina expresada insuficientemente que se segrega
normalmente.

Segtn se usa aqui, “enfermedades, trastornos y estados que pueden tratarse con proteinas beneficiosas” pretende
referirse a enfermedades, trastornos y estados que pueden tratarse o prevenirse por la presencia de una proteina que
alivia, reduce, previene u ocasiona aliviar, reducir o prevenir las causas y/o sintomas que caracterizan la enfermedad,
trastorno o estado. Las enfermedades, trastornos y estados que pueden tratarse con proteinas incluyen enfermedades,
trastornos y estados caracterizados por un defecto génico, asi como aquellos que no se caracterizan por un defecto
génico pero que de ninglin modo pueden tratarse o prevenirse por la presencia de una proteina que alivie, reduzca, pre-
venga o cause ser aliviados, reducidos o prevenidos las causas y/o sintomas que caracterizan la enfermedad, trastorno
o estado.

Seglin se usan aqui, “aislado inmunoldgicamente”, “protegido inmunolégicamente”, “neutralizado inmunoldgica-
mente” y “una manera que los aisle fisicamente del sistema inmune del receptor” pretenden referirse a la encapsu-
lacién, contencidén u otra separacidn fisica de una célula implantada del cuerpo en el que se implanta, de tal modo
que la célula no esté expuesta y no pueda eliminarse por el sistema inmune del cuerpo, de tal modo que las célu-
las que se aislan inmunolégicamente se administran de una manera que las aisla fisicamente del sistema inmune del
receptor. Los ejemplos de medios de aislamiento inmunolégico incluyen, aunque sin limitarse a ellos, tecnologias y
dispositivos bien conocidos tales como microencapsulacién, matrices biocompatibles, camaras de difusion, cartuchos
implantables, dispositivos de implante con conjuntos de membranas y otros recipientes con membranas. Se prefiere
que las células se afslen inmunolégicamente manteniéndolas con dispositivos de implante.

Segtin se usan aqui, “proteina beneficiosa” y “proteina heteréloga” son intercambiables y tratan de referirse a 1)
proteinas que pueden compensar la proteina codificada por genes defectuosos y/o una expresion génica insuficiente
que estd enlazada causalmente con la enfermedad o sintomas en enfermedades, trastornos y estados caracterizados por
un defecto génico y 2) proteinas cuya presencia alivia, reduce, previene o causa que se alivien, reduzcan o preven-
gan, las causas y/o sintomas que caracterizan enfermedades, trastornos y estados que pueden tratarse con proteinas
beneficiosas.

Seglin se usa aqui, “construccion génica” pretende referirse a moléculas de 4cidos nucleicos que incluyen secuen-
cias de codificacién que codifican proteinas beneficiosas enlazadas operativamente a elementos reguladores suficientes
para la expresion de la secuencia de codificacion en células estromales.
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Segtn se usa aqui, “moléculas de acidos nucleicos recombinantes extrafias” pretende referirse a moléculas de 4ci-
dos nucleicos recombinantes que no estdn presentes en células estromales 0 no se expresan como proteinas en niveles
suficientemente altos en células estromales, hasta que se introducen en la célula por medios tales, aunque sin limitarse
a ellos, como transfeccién cldsica (CaPO, o DEAE dextrano), electroporacién, microinyeccion, transferencia mediada
por liposomas, transferencia mediada por compuestos quimicos, transferencia mediada por ligando o transferencia con
vector virico recombinante.

Segtn se usa aqui, “gen heterélogo” pretende referirse a la secuencia de codificacion de la construccién génica.

Segtin se usan aqui, las expresiones “material genético exégeno” y “gen exdgeno” se usan intercambiablemente
y tratan de referirse a ADN genémico, cADN, ADN y ARN sintéticos, mARN y ADN y ARN antisentido que se
introducen en la célula estromal. El material genético exdgeno puede ser heterélogo o una copia o copias adicionales de
material genético encontrado normalmente en el individuo o animal. Cuando se usan células como componente de una
composicién farmacéutica en un método para tratar enfermedades, estados o trastornos humanos, el material genético
exdgeno que se usa para transformar las células puede codificar proteinas seleccionadas como agentes terapéuticos
usados para tratar al individuo y/o hacer a las células mds propensas a trasplante.

Segtin se usa aqui, “células estromales transfectadas” pretende referirse a células estromales a las que se ha pro-
porcionado una construccién génica mediante cualquier tecnologia usada para introducir moléculas de dcido nucleico
extrafio en células tales como, aunque sin limitarse a ellas, transfeccion clasica (CaPO, o DEAE dextrano), elec-
troporacion, microinyeccion, transferencia mediada por liposomas, transferencia mediada por compuestos quimicos,
transferencia mediada por ligando o transferencia de vector virico recombinante.

Algunos aspectos descritos aqui proceden del descubrimiento de que algunas células estromales que se introducen
en un paciente se desarrollan en huesos, cartilagos y pulmén mientras otras permanecen células precursoras que emiten
células hijas que se desarrollan en huesos, cartilagos y pulmén. Este descubrimiento permite el tratamiento con éxito
de individuos que padecen enfermedades, estados y trastornos asociados con defectos en células de huesos, cartilagos
o pulmén proporcionando a tales individuos células estromales de un donante singénico equilibrado normal o aislando
células estromales del paciente, cultivindolas y modificindolas genéticamente para corregir cualquier defecto genético
que sea responsable de las enfermedades, estados y trastornos asociados con defectos en células de huesos, cartilagos
o pulmén. De modo similar, se cree que se desarrollaran también células estromales en células de la dermis, vasos
sanguineos, corazon y rifiones, o emitirdn células hijas que lo hagan asi.

El descubrimiento de que células estromales cultivadas aisladas repueblan tejidos, particularmente tejido de huesos,
cartilagos y pulmén, cuando se administran a la corriente sanguinea de un individuo, las hace adecuadas para tratar
individuos que padecen enfermedades, estados y trastornos asociados con defectos en células de huesos, cartilagos o
pulmoén. El descubrimiento de que algunas células estromales cultivadas aisladas, cuando se administran a la corriente
sanguinea de un individuo, actian como células precursoras que producen células hijas que maduran después en
células diferenciadas, hace a esto particularmente til porque permite la presencia a largo plazo y continuada de
células normales o modificadas genéticamente donadas sin necesidad de readministracién continua de células. De
manera similar, el desarrollo de células estromales en células de la dermis, vasos sanguineos, corazén y rifiones, o la
emision de células hijas, permite el tratamiento de enfermedades efectuando esos tejidos por medios similares.

Por consiguiente, pueden administrarse intravenosamente células estromales de un donante equilibrado a indi-
viduos que padecen enfermedades que implican células de huesos, cartilagos o pulmén, o células de dermis, vasos
sanguineos, corazén o rifién, con el fin de aumentar o sustituir las células de huesos, cartilagos o pulmén, o células
de dermis, vasos sanguineos, corazén o rifién, del individuo. Pueden administrarse intravenosamente células estroma-
les de un donante equilibrado a individuos que padecen enfermedades asociadas con expresion génica defectuosa en
células de huesos, cartilagos o pulmon, o células de dermis, vasos sanguineos, corazén o rifién, con el fin de sustituir
las células de huesos, cartilagos o pulmén, o células de dermis, vasos sanguineos, corazén o rifién, del individuo, que
no expresan o subexpresan un gen normal y/o expresan un escenario mutado. También pueden transfectarse células
estromales con genes heter6logos en métodos de terapia de genes. Segun tales aspectos, pueden separarse células
estromales de un donante equilibrado o células estromales de un individuo y alterarse genéticamente antes de reintro-
ducir las células en el individuo. Las células pueden alterarse genéticamente para introducir un gen cuya expresion
tiene efecto terapéutico en el individuo. Segin algunos aspectos descritos aqui, pueden alterarse genéticamente cé-
lulas estromales de un individuo para sustituir un gen defectuoso y/o introducir un gen cuya expresion tiene efecto
terapéutico en el individuo.

En algunos aspectos descritos aqui, pueden tratarse individuos que padecen enfermedades y trastornos que afectan
a los huesos y que se caracterizan por un defecto genético, suplementando, aumentando y/o sustituyendo células de
huesos defectuosas o deficientes con células que expresan correctamente un gen normal. Las células pueden derivarse
de células estromales de un donante equilibrado normal o células estromales del individuo a tratar. Si se derivan del
individuo a tratar, las células pueden modificarse genéticamente para corregir el defecto. Un ejemplo de una enfer-
medad o trastorno que afecta a huesos y que se caracteriza por un defecto genético es osteogénesis imperfecta. Otro
ejemplo de una enfermedad o trastorno que afecta a huesos y que se caracteriza por un defecto genético es osteopo-
rosis. La osteoporosis se considera frecuentemente como una enfermedad multifactorial a la que contribuyen factores
ambientales tales como dieta y ejercicio. Sin embargo, estudios de la enfermedad en gemelos, grandes familias y po-
blaciones grandes demuestran que muchos individuos desarrollan la enfermedad principalmente debido a un defecto
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genético (véase Morrison et al. Nature 367:284-287 (1994)). Pueden administrarse a individuos que padecen osteogé-
nesis imperfecta células estromales de un donante equilibrado normal que sustituyen a las células de los huesos en el
individuo que tienen un gen de coldgeno mutado. En tales realizaciones, las células normales compensaran las células
defectuosas. En algunas realizaciones, las células normales pueden prepararse a partir de las células estromales propias
del individuo, porque células con un defecto colaginoso mutado tienen una desventaja de crecimiento en comparacion
con c€lulas normales cuando se desarrollan en cultivo. Por tanto, si se desarrollan en cultivo células estromales de un
individuo con osteogénesis imperfecta, resultardn enriquecidas gradualmente por células normales. Esta realizacion
serd particularmente eficaz si el individuo es un mosaico para el coldgeno mutado, de modo que algunas de sus células
contienen el coldgeno mutado y otras no. En una realizacién alternativa, se afslan células estromales de un individuo
que padece osteogénesis imperfecta y se inserta un gen normal para coldgeno I en las células estromales aisladas. Las
células transfectadas se reintroducen después en el individuo. Unos pocos individuos que padecen osteoporosis tienen
también mutaciones en uno de los dos genes para coldgeno I, y las mismas realizaciones compensaran las células
defectuosas. En muchos individuos con osteoporosis, los genes en defecto son ain desconocidos, pero probablemente
seran identificados pronto. En tales individuos, células normales compensaran el defecto. También, cuando se identifi-
can y afslan los genes en defecto, una realizacién alternativa serd aislar células estromales del individuo, insertar copia
o copias normales del gen mutado y reintroducir las células en el individuo.

En algunos aspectos descritos aqui, pueden tratarse individuos que padecen enfermedades y trastornos que afectan
a cartilagos y que se caracterizan por un defecto genético suplementando, aumentando y/o sustituyendo células defec-
tuosas con células que expresan correctamente un gen normal. Las células pueden derivarse de células estromales de
un donante equilibrado normal o células estromales del individuo a tratar. Si se derivan del individuo a tratar, las célu-
las pueden modificarse genéticamente para corregir el defecto. Un ejemplo de una enfermedad o trastorno que afecta
a cartilagos y que se caracteriza por un defecto genético es condrodisplasis, que ocasiona enanismo grave, problemas
graves con articulaciones y problemas relacionados. Pueden administrarse a individuos que padecen condrodisplasia
células estromales de un donante equilibrado normal que sustituyen a las células que producen cartilago en el indi-
viduo que tiene un gen de coldgeno mutado. En tales realizaciones, las células normales compensardn a las células
defectuosas. En una realizacién alternativa, se aislan células estromales de un individuo que padece condrodisplasia
y se inserta un gen normal para coldgeno II en las células estromales aisladas. Las células transfectadas se reintrodu-
cen después en el individuo. La realizacién con el gen de coldgeno II serd titil para el 20% al 90% de los individuos
con diversos tipos de condrodisplasia grave. Los restantes individuos con condrodisplasia tienen mutaciones en otros
genes de coldgeno (coldgeno X y X1), en otros genes (receptor de factor de crecimiento de fibroblastos 3) y en ge-
nes no identificados todavia. En tales individuos, las células normales compensardn las células defectuosas. También,
una realizacién alternativa serd aislar células estromales del individuo, insertar una copia o copias normales del gen
mutado y reintroducir las células en el individuo. Otro ejemplo de una enfermedad o trastorno que afecta a cartilagos
es osteoartritis. La osteoartritis es una enfermedad heterogénea en términos de etiologia y manifestaciones. Algunos
individuos desarrollan la degeneracién de cartilagos en articulaciones que caracterizan a la osteoartritis debida a trau-
ma o las secuelas tardias de infecciones. Unos pocos individuos desarrollan osteoartritis en multiples articulaciones
debida a mutaciones en el gen de coldgeno II similares a las mutaciones en el gen que causa condrodisplasia. Tales
individuos pueden o no mostrar signos de una condrodisplasia leve. La causa de la osteoartritis en otros individuos es
desconocida, pero estudios en grandes familias sugieren que la enfermedad es hereditaria y causaba por tanto muta-
ciones en genes no identificados todavia. Por tanto, las mismas realizaciones que serdn ttiles para compensar genes
mutados en individuos con condrodisplasia serdn utiles también para muchos individuos con osteoartritis.

En algunos aspectos descritos aqui, pueden tratarse individuos que padecen enfermedades y trastornos que afectan
a los pulmones y que se caracterizan por un defecto genético suplementando, aumentando y/o sustituyendo células
defectuosas con células que expresan correctamente un gen normal. Las células pueden derivarse de células estromales
de un donante equilibrado normal o células estromales del individuo a tratar. Si se derivan del individuo a tratar, las
células pueden modificarse genéticamente para corregir el defecto. Un ejemplo de una enfermedad o trastorno que
afecta a los pulmones y que se caracteriza por un defecto genético es fibrosis cistica. Otro ejemplo de una enfermedad
o trastorno que afecta a los pulmones y que se caracteriza por un defecto genético es deficiencia de al-antitripsina.
Pueden administrarse a individuos que padecen fibrosis cistica células estromales de un donante equilibrado normal
que tenga una fibrosis cistica normal para sustituir o suplementar las células del pulmén en el individuo que tenga un
gen de fibrosis cistica mutado. En tales realizaciones, las células normales compensaran las células defectuosas. En
una realizacidn alternativa, se aislan células estromales de un individuo que padece fibrosis cistica y se inserta un gen
de fibrosis cistica normal en las células estromales aisladas. Las células transfectadas se reintroducen después en el
individuo.

En algunos aspectos, los individuos que padecen enfermedades de los huesos, cartilagos y pulmones, asi como
los que padecen enfermedades de la dermis, vasos sanguineos, corazén y rifiones, pueden tratarse mediante células
estromales aisladas, expandiendo su nimero y administrando sistémicamente las células estromales rejuvenecidas
expandidas. Algunas de las células estromales rejuvenecidas se desarrollardn en células de huesos, cartilagos, pulmoén,
dermis, vasos sanguineos, corazon o rifiones normales. Las células estromales normales se expanden mds rdpidamente
que las defectuosas y la poblacion rejuvenecida expandida reflejard una mayor proporcién de células normales. La
Tabla 1 describe medios utiles para cultivar cultivos rejuvenecidos expandidos de células estromales aisladas.

Ademas de la sustitucion de células que son defectuosas con células reparadas o células normales de donantes
equilibrados, se describe también el uso para expresar proteinas deseadas que se segregan. Es decir, pueden aislarse
células estromales, proporcionarse con un gen para una proteina deseada e introducirse en un individuo dentro del cual
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se produciria la proteina deseada y ejerceria o produciria de otro modo un efecto terapéutico. Este aspecto se refiere a
una terapia génica en la que se administran a un individuo proteinas terapéuticas.

Segtin algunos aspectos descritos aqui, se usan células estromales transfectadas aisladas inmonolégicamente como
terapéutica celular para tratar enfermedades, trastornos y estados caracterizados por un defecto génico y/o enfer-
medades, trastornos y estados que pueden tratarse con proteinas. En particular, se introducen en células estromales
construcciones génicas que comprenden genes heterdlogos que codifican proteinas beneficiosas. Las células estroma-
les transfectadas se afslan después inmunolégicamente y se implantan en un individuo que se beneficiard cuando se
exprese y segregue la proteina por la célula en el cuerpo.

Son particularmente utiles células estromales aisladas inmunoldgicamente en composiciones terapéuticas de célu-
las, porque, ademds de ser hospedantes adecuados para expresar genes heter6logos y producir proteinas heterélogas,
las células estromales funcionan favorablemente cuando estdn aisladas inmunolégicamente. Las células estromales
aisladas inmunoldgicamente tienen una viabilidad muy alta cuando se implantan en localizaciones que carecen de
un suministro de sangre vascular directo. Ademas, las células estromales pueden obtenerse ficil y rdpidamente, y
se expanden rdpidamente en cultivo haciéndolas una buena fuente de un suministro adecuado de células ttiles para
terapéutica de células aisladas inmunoldgicamente.

Por consiguiente, se introducen en células estromales construcciones génicas que comprenden secuencias de nu-
cledtidos que codifican proteinas heter6logas. Esto es, las células se alteran genéticamente para introducir un gen
cuya expresion tiene efecto terapéutico en el individuo. Segin algunos aspectos descritos aqui, pueden alterarse ge-
néticamente células estromales de un individuo o de otro individuo o de un animal no humano para sustituir un gen
defectuoso y/o para introducir un gen cuya expresion tiene efecto terapéutico en el individuo.

Por consiguiente, las células estromales son ttiles para preparar células transfectadas que pueden aislarse inmuno-
l6gicamente y expresar genes beneficiosos heterdlogos, que proporcionan el medio para corregir defectos genéticos y/o
producir proteinas terapéuticas. Las células estromales pueden aislarse con relativa facilidad y las células estromales
aisladas pueden cultivarse para aumentar el nimero de células disponibles. Las células estromales pueden transfec-
tarse, aislarse inmunolégicamente e implantarse con un alto grado de viabilidad en localizaciones que carecen de
suministro de sangre directo tales como localizaciones subcutdneas. En algunas realizaciones, las células estromales
pueden inmortalizarse tal como mediante virus SV40 o proteinas con propiedades transformadoras.

En algunos aspectos descritos aqui, pueden tratarse individuos que padecen enfermedades y trastornos genéticos
suplementando, aumentando y/o sustituyendo genes defectuosos o deficientes, proporcionando células estromales ais-
ladas inmunoldgicamente que contienen construcciones génicas que incluyen copias de funcionamiento, normales, del
gen deficiente. Este aspecto se refiere a terapia génica en la que se proporcionan al individuo genes para los que es de-
ficitario en presencia y/o funcion. Los genes proporcionados en la terapéutica de células compensan el gen defectuoso
del individuo. Tales genes codifican preferiblemente proteinas que son segregadas.

Las células estromales se transfectan y aislan inmunolégicamente. En algunas realizaciones, se transfectan células
estromales con genes de los que el individuo a tratar padece una ausencia completa de una copia no mutada del gen,
o padece ausencia o expresion insuficiente de una forma no mutada de la proteina. Las células estromales se transfec-
tan con una copia no mutada del gen en forma expresable. Es decir, la proteina codificada por el gen transfectado se
expresard por las células estromales, preferiblemente como una proteina segregada. Los ejemplos de enfermedades,
estados o trastornos en los que genes defectuosos o expresion insuficiente de genes estdn enlazados causalmente con
la enfermedad o sintomas incluyen, aunque sin limitarse a ellos, deficiencia de hormona del crecimiento, diabetes, de-
ficiencia de adenina desaminasa, hemofilia A y hemofilia B. Otras enfermedades genéticas que pueden tratarse usando
métodos de la invencién incluyen: deficiencia de «1-antitripsina, enfermedad de Fabray, hipercolesterolemia familiar,
enfermedad de Gaucher, sindrome de Lesch-Nyhan, enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce, deficiencia de
ornitina transcarbamilasa, fenilcetonuria, enfermedad de Sandhoff, enfermedad de Tay-Sachs y enfermedad de Wille-
brand. Introduciendo genes normales en forma expresable que codifican hormona del crecimiento, insulina, adenina
transaminasa o un factor de coagulacién de la sangre apropiados, pueden proporcionarse a individuos que padecen
deficiencia de hormona del crecimiento, diabetes, deficiencia de adenina desaminasa y hemofilia, respectivamente, los
medios para compensar defectos genéticos y eliminar, aliviar o reducir algunos o todos los sintomas asociados con
tales enfermedades. Las Tablas IV y V contienen listas parciales de enfermedades, estados y trastornos que pueden
tratarse usando la presente invencion.

Ademds de sustituir genes que son defectuosos con genes funcionales, se describe también el uso para expresar
proteinas segregadas deseadas que ejercen un efecto terapéutico o profilactico activo biolégicamente. Tales proteinas
se segregan preferiblemente por las células. Es decir, pueden aislarse células estromales, proveerse con un gen para una
proteina deseada, aislarse inmunolégicamente e introducirse en un individuo dentro del cual se produciria la proteina
deseada y ejerceria o produciria de otro modo un efecto terapéutico. Este aspecto se refiere a terapia génica en la que
se administran a un individuo proteinas terapéuticas. Seguin estos aspectos, las células estromales aisladas son vectores
para introducir genes terapéuticos en el individuo, asi como hospedantes para tales genes cuando se administran las
células al individuo.

En tales realizaciones, se transfectan células estromales con genes que codifican proteinas que tendrdn un efecto
terapéutico cuando se expresen en el individuo a tratar. En lugar de administrar la proteina terapéutica directamente y
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en una serie de intervalos de tiempo, se proporcionan medios para administrar una proteina terapéutica continuamente
administrando células que producen la proteina. Las células estromales se transfectan con un gen que codifica la
proteina en forma expresable. Es decir, la proteina codificada por el gen transfectado se expresard por las células
estromales, preferiblemente como una proteina segregada. Los ejemplos de proteinas terapéuticas incluyen, aunque
sin limitarse a ellos, factor de obesidad (Considine, R.V. et al., J. Clin. Invest., 1995, 95, 2986-2988; Amer, P., N. Engl.
J. Med., 1995, 333, 382; Emorine, L. et al., Trends Pharmacol. Sci. 1994, 15, 3; Flier, J.S., Cell, 1995, 80, 15; Lowell,
B.B. et al., J. Clin. Invest., 1995, 95, 923; Y Rink, T.J. et al., Nature, 1994, 372, 406), factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos, factor estimulante de colonias de granulocitos, eritropoyetina, proteina de antagonista de
receptor de interleuquina-2 e interleuquina-1. Las Tablas IV y V contienen listas parciales de enfermedades, estados
y trastornos que pueden tratarse usando la presente invencion y contiene los nombres de las proteinas que pueden
entregarse mediante construccién génica.

En todos los casos en los que se transfecta una construccion génica en una célula estromal, el gen heterélogo se
enlaza operativamente a secuencias reguladoras requeridas para conseguir la expresién del gen en la célula estromal.
Tales secuencias reguladoras incluyen un promotor y una sefial de poliadenilacién.

La construccién génica se proporciona preferiblemente como un vector de expresidon que incluye la secuencia de
codificacién para una proteina heteréloga enlazada operativamente a secuencias reguladoras esenciales de tal modo
que, cuando se transfecta el vector en la célula, la secuencia de codificacion serd expresada por la célula. La secuencia
de codificacién estd enlazada operativamente a los elementos reguladores necesarios para expresion de esa secuencia
en las células. La secuencia de nucleétidos que codifica la proteina puede ser cADN, ADN genémico, ADN sintetizado
o un hibrido de ellos o una molécula de ARN tal como mARN.

La construccién génica que incluye la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina beneficiosa enlazada ope-
rativamente con los elementos reguladores puede permanecer presente en la célula como una molécula citoplasmica
que funciona, una molécula episémica que funciona o puede integrarse en el ADN cromosémico de la célula. Puede
introducirse en las células material genético exégeno en donde permanece como material genético separado en forma
de un plasmido. Alternativamente, puede introducirse en la célula ADN lineal que puede integrarse en el cromosoma,
Cuando se introduce ADN en la célula, pueden afiadirse reactivos que promueven la integracién de ADN en cromo-
somas. También pueden introducirse en la molécula de ADN secuencias de ADN que son utiles para promover la
integracion. Alternativamente, puede introducirse ARN en la célula.

Los elementos reguladores necesarios para expresién génica incluyen: un promotor, un codén de iniciacién, un
codén de detencion y una sefial de poliadenilacion. Es necesario que estos elementos sean operativos en las células
estromales o en las células que surgen de las células estromales tras infusién en un individuo. Ademads, es necesario
que estos elementos estén enlazados operativamente a la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina, de tal
modo que la secuencia de nucleétidos pueda expresarse en las células estromales y pueda asi producirse la proteina.
Los codones de iniciacién y el codén de detencién se consideran generalmente parte de una secuencia de nucleétidos
que codifica la proteina. Sin embargo, es necesario que estos elementos sean funcionales en las células estromales o
las células que surgen de las células estromales. De manera similar, los promotores y las sefiales de poliadenilacién
usados deben ser funcionales dentro de las células estromales o las células que surgen de las células estromales. Los
ejemplos de promotores ttiles incluyen, aunque sin limitarse a ellos, promotores que son activos en muchas células
tales como el promotor del virus citomegélico, los promotores de SV40 y promotores retroviricos. Otros ejemplos
de promotores titiles incluyen, aunque sin limitarse a ellos, promotores especificos para tejidos, es decir, promotores
que funcionan en algunos tejidos pero no en otros; también, promotores de genes expresados normalmente en células
estromales con o sin secuencias aumentadoras especificas o generales. En algunas realizaciones, se usan promotores
que expresan constitutivamente genes en células estromales con o sin secuencias aumentadoras. Se proporcionan
secuencias aumentadoras en tales realizaciones cuando es apropiado o deseable.

Segin algunas realizaciones, genes deseados para transfeccion en células estromales estdn enlazados operativa-
mente al promotor de procoldgeno I humano, el promotor de procoldgeno II humano y el promotor de procoldgeno II1
humano. En algunas realizaciones, los genes estidn enlazados a fragmentos 5’ relativamente cortos del gen COL1A1 o
COL2A1 que comprenden el promotor junto con alguna de las secuencias traducidas y/o no traducidas 5° del gen. En
algunas realizaciones, el gen a transfectar estd enlazado operativamente a una secuencia que contiene un fragmento
Sphl-HindlIll de 1,9 kb del extremo 5° del COL1A1 humano. El fragmento contiene de -476 pb a +1440 pb del gen
COL1AL1 y, por tanto, incluye el promotor (476 pb), el exén 1 (222 pb) y buena parte del intrén 1 (1223 pb de un total
de 1453 pb). En algunas realizaciones, el gen a transfectar estd enlazado operativamente a una secuencia que contiene
un fragmento del extremo 5° del COL2A1 humano. En algunas realizaciones, el fragmento contiene -4,0 kb del pro-
motor de COL2A1 y el gen COL2A1 completo, uno o mds exones e intrones secuencialmente desde el exé6n 1 al exén
15 y el intrén 1 al intrén 14. Algunas construcciones pueden disefiarse como se indica en la Patente de los EE.UU. N°
de Serie 08/184.260 en tramitacién junto con la presente, presentada el 18 de Enero de 1994, titulada “Métodos para
fijar como objetivo inserciéon de ADN en genoma”, que se incorpora aqui como referencia.

Los ejemplos de sefiales de poliadenilacion ttiles para practicar la presente invencidn incluyen, aunque sin limitarse
a ellas, sefial de poliadenilacién de coldgeno I humano, sefial de poliadenilacién de coldgeno II humano y sefal de
poliadenilacién de SV40.
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Con el fin de expresar material genético exégeno en un vector de expresion, los elementos reguladores deben
estar enlazados operativamente a la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina. Con el fin de maximizar la
produccion de proteina, deben seleccionarse secuencias reguladoras que sean adecuadas para expresion génica en las
células deseadas. Ademds, pueden seleccionarse codones que se transcriban mds eficazmente en la célula. Un experto
ordinario en la técnica puede producir material genético exégeno como vectores de expresion que sean funcionales en
las células deseadas.

También se considera que pueden seleccionarse elementos reguladores para proporcionar expresion especifica
para tejido de la proteina. Asi, por ejemplo, pueden proporcionarse promotores especificos de tal modo que el gen
heter6logo se exprese solamente en tejido en el que se implantan las células estromales aisladas inmunolégicamente.

La proteina heterdloga incluye preferiblemente una secuencia sefial que dirige el transporte y secrecién de la
proteina heter6loga en la célula estromal. Las secuencias sefial se elaboran generalmente y se separan por secrecion
de la proteina madura desde la célula.

Ademads de proporcionar células con material genético que 1) corrige defectos genéticos en las células, 2) codifica
proteinas que de otro modo no estdn presentes en cantidades suficientes y/o condicién funcional de modo que el
material genético corrija defectos genéticos del individuo y/o 3) codifica proteinas que son utiles como terapéuticos en
el tratamiento o prevencion de una enfermedad, estado o trastorno particular o sintomas asociados con ellos, también
puede introducirse material genético en las células estromales usadas en la presente invencidn para proporcionar un
medio para terminar selectivamente con tales células si tal terminacién resulta deseable. Tales medios para fijar como
objetivo células a destruir pueden introducirse en células estromales que hayan de ser modificadas genéticamente asi
como aquellas en las que no ha de introducirse otro material genético exdgeno.

Se proporciona a células estromales aisladas material genético que las hace susceptibles especificamente a des-
truccién. Por ejemplo, las células estromales pueden proporcionarse con genes que codifican un receptor que puede
fijarse como objetivo especificamente con un agente citotoxico. Puede introducirse en las células una forma expresable
de un gen que puede usarse para inducir muerte de células selectiva. En tal sistema, células que expresan la proteina
codificada por el gen son susceptibles a destruccién con objetivo fijado en condiciones especificas o en presencia o
ausencia de agentes especificos. Por ejemplo, puede introducirse en las células una forma expresable de un gen de
timidina quinasa del virus del herpes (herpes tk) y usarse para inducir muerte de células selectiva. Cuando se introduce
en el individuo el material genético exdgeno que incluye gen de (herpes tk), se producird herpes tk. Si es deseable
o necesario destruir las células implantadas, puede administrarse al individuo el fairmaco gancilovir y ese formaco
causard la destruccion selectiva de cualquier célula que produzca herpes tk. Asi, puede proporcionarse un sistema que
permita la destruccidn selectiva de células implantadas.

Los que tengan experiencia ordinaria en la técnica pueden identificar individuos que padezcan enfermedades ge-
néticas tales como las listadas en las Tablas IV y V incluyendo deficiencia de hormona del crecimiento, diabetes,
deficiencia de adenina desaminasa y hemofilia, usando rutinariamente procedimientos de diagndstico estandares.

Pueden obtenerse células estromales separando células de médula dsea de un donante y poniendo las células en
un recipiente estéril con una superficie de plastico u otra superficie apropiada con la que tomen contacto las células.
Las células estromales se adherirdn a la superficie de plastico en 30 minutos a aproximadamente 3 dias. Después
de al menos 30 minutos, preferiblemente alrededor de cuatro horas, las células no adheridas pueden separarse y
desecharse. Las células adheridas son células estromales que son inicialmente no divisorias. Sin embargo, después
de aproximadamente 2-4 dias, las células comienzan a proliferar y pueden cultivarse para aumentar sus nimeros
usando técnicas de cultivo de células estdndares.

Segtin realizaciones preferidas, se cultivan células estromales en medio suplementado con 2-20% de suero de
becerro fetal o medio exento de suero con o sin suplementos adicionales.

Pueden transfectarse células estromales aisladas usando técnicas muy conocidas disponibles facilmente para los
expertos ordinarios en la técnica. Pueden introducirse genes extrafios en células estromales por métodos estandares que
se emplean para introducir construcciones génicas en una célula que expresard las proteinas codificadas por los genes.
En algunas realizaciones, se transfectan células mediante transfeccién por precipitacién de fosfato célcico, transfeccién
con DEAE dextrano, electroporacién, microinyeccion, transferencia mediada por liposomas, transferencia mediada por
compuestos quimicos, transferencia mediada por ligando o transferencia con vector virico recombinante.

En algunas realizaciones, se usan vectores adenovirus recombinantes para introducir ADN con secuencias deseadas
en la célula estromal. En algunas realizaciones, se usan vectores retrovirus recombinantes para introducir ADN con
secuencias deseadas en la célula estromal. En algunas realizaciones, se emplean técnicas de transfeccion mediadas por
CaPO, estdndar, DEAE dextrano o vehiculo lipido para incorporar ADN deseado en células divisorias. Pueden usarse
técnicas de seleccion por resistencia a antibidticos estandares para identificar y seleccionar células transfectadas. En
algunas realizaciones, se introduce directamente ADN en células por microinyeccién. De manera similar, pueden
usarse técnicas de electroporacion o bombardeo de particulas muy conocidas para introducir ADN extrafio en células
estromales aisladas. Un segundo gen se co-transfecta o enlaza usualmente al gen terapéutico. El segundo gen se
frecuentemente un gen de resistencia a antibidticos seleccionable. Pueden seleccionarse células transfectadas haciendo
crecer las células en un antibidtico que matard células que no absorban el gen seleccionable. En muchos casos, en los
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que los dos genes estdn no enlazados y se co-transfectan, las células que sobreviven al tratamiento con antibidticos
tienen ambos genes en ellas y expresan ambos.

Después de aislar las células estromales, las células pueden administrarse tras aislamiento o después de haber
sido cultivadas. Se administran células estromales aisladas tras aislamiento en aproximadamente una hora después del
aislamiento. Generalmente, pueden administrarse células estromales inmediatamente tras aislamiento en situaciones
en las que el donante es mayor y el receptor es un nifio. Se prefiere que se cultiven células estromales antes de
las administraciones. Pueden cultivarse células estromales aisladas desde 1 hora hasta mas de un afio. En algunas
realizaciones preferidas, las células estromales aisladas se cultivan antes de la administracién durante un periodo
de tiempo suficiente para convertirlas de células sin ciclacién en replicantes. En algunas realizaciones, las células
estromales aisladas se cultivan durante 3-30 dias, preferiblemente 5-14 dias, mas preferiblemente 7-10 dias. En algunas
realizaciones, las células estromales aisladas se cultivan durante 4 semanas a un afio, preferiblemente de 6 semanas a
10 meses, mds preferiblemente 3-6 meses.

Si se transfectan las células, 1) se transfectan primero células estromales sin ciclacion aisladas y se administran
después como células sin ciclacién, 2) se transfectan primero células estromales sin ciclacioén aisladas, se cultivan
después durante un periodo de tiempo suficiente para convertir de células sin ciclacion a replicantes y se administran
después, 3) se cultivan primero células estromales sin ciclacién aisladas durante un periodo de tiempo suficiente para
convertir de células sin ciclacién a replicantes, se transfectan después y se administran después, o 4) se cultivan pri-
mero células estromales sin ciclacion aisladas durante un periodo de tiempo suficiente para convertir de células sin
ciclacion a replicantes, se transfectan después, se cultivan después y se administran después. En algunas realizaciones,
las células estromales se aislan, transfectan y administran inmediatamente. Se prefiere cultivar células estromales antes
de la transfeccion y/o administraciones. Pueden cultivarse células estromales aisladas durante 3-30 dias, en algunas
realizaciones 5-14 dias, en algunas realizaciones 7-10 dias antes de la transfeccion. Las células estromales transfecta-
das pueden cultivarse durante 3-30 dias, en algunas realizaciones 5-14 dfas, en algunas realizaciones 7-10 dias antes de
la administracion. Pueden cultivarse células estromales aisladas durante 3-30 dias, en algunas realizaciones 5-14 dias,
en algunas realizaciones 7-10 dias antes de la transfeccién y, después de la transfeccién, se cultivan adicionalmente
durante 3-30 dias, en algunas realizaciones 5-14 dias, en algunas realizaciones 7-10 dias, antes de la administracion.
En algunas realizaciones, las células estromales aisladas se cultivan durante 4 semanas a un afio, en algunas realiza-
ciones 6 semanas a 10 meses, en algunas realizaciones 3-6 meses, antes de la transfeccion. Las células estromales
transfectadas pueden cultivarse durante 4 semanas a un afio, en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en al-
gunas realizaciones 3-6 meses antes de la administracion. En algunas realizaciones, las células estromales aisladas se
cultivan durante 4 semanas a un afio, en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en algunas realizaciones 3-6
meses antes de la transfeccion y, después de la transfeccidn, se cultivan adicionalmente durante 4 semanas a un afo,
en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en algunas realizaciones 3-6 meses antes de la administracion.

Pueden transfectarse células estromales aisladas usando técnicas muy conocidas disponibles facilmente para los
expertos ordinarios en la técnica. En algunas realizaciones, se usan vectores adenovirus recombinantes para introducir
ADN con secuencias deseadas en la célula estromal. En algunas realizaciones, se emplean técnicas de transfeccion
mediadas por CaPO,, DEAE dextrano o vehiculo lipido para incorporar ADN deseado a células divisorias. Pueden
usarse técnicas de seleccion por resistencia a antibidticos estandares para identificar y seleccionar células transfectadas.
En algunas realizaciones, se introduce ADN directamente en células por microinyeccién. De manera similar, pueden
usarse técnicas de electroporacion o bombardeo de particulas muy conocidas para introducir ADN extrafio en células
estromales aisladas.

Para administracién de células estromales, las células estromales aisladas se separan de placas de cultivo, se lavan
con solucidn salina, se centrifugan hasta un glébulo y se resuspenden en una solucién de glucosa que se administra
por infusién al paciente. En algunas realizaciones, se emprende ablacién de médula dsea antes de la infusidn con el fin
de hacer espacio en el hueso para células introducidas. La ablacién de médula 6sea puede conseguirse aplicando rayos
X al individuo a tratar, administrando farmacos tales como ciclofosfamida o mediante una combinacion de radiacién
X y administracién de fairmacos. En algunas realizaciones, la ablacién de médula dsea se produce por administracién
de radiois6topos de los que se sabe que destruyen células de huesos metastaticas tales como, por ejemplo, estroncio
radioactivo, *samario o 'holmio (véase Applebaum, FR. et al. 1992 Blood 80(6): 1608-1613).

Si la ablacién de médula 6sea precede a la administracién de células estromales, la administracién de células
estromales debe acompafiarse por la administracion de células no adherentes, que comprenden precursores de células
sanguineas necesarios para supervivencia. Tales células no adherentes pueden rescatarse de la misma muestra usada
como materiales de partida en el aislamiento de células estromales y guardarse, o pueden derivarse de una muestra
diferente. En algunas realizaciones preferidas, las células no adherentes se proporcionan por el receptor/paciente.
Antes de los procedimientos que generan ablaciéon de médula ésea, se obtiene y guarda una muestra de la médula
dsea del paciente/receptor. Puede usarse la muestra completa o las células no adherentes pueden aislarse y usarse para
administrar conjuntamente con células estromales aisladas. Las células no adherentes administradas conjuntamente
con la administracion de células estromales pueden administrarse separadamente antes o después de la administracién
de células estromales o pueden mezclarse con células estromales aisladas antes de la administracion.

La ablacién de médula dsea es opcional. En algunas realizaciones, se produce ablacién de médula 6sea parcial
pero no completa antes de la administracién de células estromales. En algunas realizaciones, se administran células
estromales sin ninguna ablacién de médula 6sea.
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Se administran por infusién entre 107 y 10" células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se administran
por infusién intravenosamente entre aproximadamente 1-5 x 10° y 1-5 x 10" células por 100 kg de persona. En algunas
realizaciones, se administran por infusién intravenosamente entre aproximadamente 1 x 10° y 5 x 10" células por 100
kg de persona. En algunas realizaciones, se administran por infusién 4 x 10° células por 100 kg de persona. En algunas
realizaciones, se administran por infusién 2 x 10" células por 100 kg de persona.

En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de células. En algunas realizaciones, se pro-
porcionan administraciones mdltiples. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones multiples durante el
transcurso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan 3-7 administraciones durante el trans-
curso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan 5 administraciones durante el transcurso de
5 dias consecutivos.

En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de entre 107 y 10" células por 100 kg de
persona. En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de entre aproximadamente 1-5 x 108
y 1-5 x 10" células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de
entre aproximadamente 1 x 10° y 5 x 10" células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporciona
una administracién simple de 4 x 10° células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporciona una
administracién simple de 2 x 10" células por 100 kg de persona.

En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones multiples de entre 107 y 10" células por 100 kg de
persona. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones miltiples de entre aproximadamente 1-5 x 108
y 1-5 x 102 células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones miltiples de
entre aproximadamente 1 x 10° y 5 x 10" células por 100 kg de persona durante el transcurso de 3-7 dias consecuti-
vos. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones miiltiples de 4 x 10° células por 100 kg de persona
durante el transcurso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones multiples
de 2 x 10" células por 100 kg de persona durante el transcurso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones,
se proporcionan 5 administraciones de 3-5 x 10° células durante el transcurso de 5 dias consecutivos. En algunas
realizaciones, se proporcionan 5 administraciones de 4 x 10° células durante el transcurso de 5 dias consecutivos. En
algunas realizaciones, se proporcionan 5 administraciones de 1-3 x 10" células durante el transcurso de 5 dias conse-
cutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan 5 administraciones de 2 x 10'" células durante el transcurso de 5
dias consecutivos.

Se describen células estromales en cdmaras de difusiéon en Benayahu, D. ef al. (1989) J. Cell Physiol. 140:1-7 y
Mardon, H.J. et al. (1987) Cell Tissue Res. 250:157-165.

Después de introducir la construccion génica en las células estromales, las células pueden aislarse inmunoldgica-
mente inmediatamente o después de haber sido cultivadas. Pueden implantarse células estromales después de aislarse
inmunoldgicamente. Las células estromales pueden aislarse inmunolégicamente por cualquier nimero de métodos
bien conocidos usando materiales de partida y/o dispositivos disponibles facilmente. Las células estromales pueden
microencapsularse usando muchos de tales métodos de microencapsulacién, incluyendo los descritos, por ejemplo, en
la Patente de los EE.UU. ndmero 4.391.909, la Patente de los EE.UU. nimero 4.806.355, la Patente de los EE.UU.
nimero 4.942.129 y la Patente de los EE.UU. nimero 5.334.640.

Las células estromales pueden administrarse en cdmaras con membranas difusibles o encapsularse en microperlas.
En otra realizacion, las células estromales estdn contenidas en fibras huecas tales como las disponibles de Amicon, Inc.
(Beverly MA). Estas fibras se usan por ejemplo para fabricar cartuchos para didlisis. Puede sacarse un extremo bajo
la piel y reducirse de tamafo si han de reducirse las dosificaciones de la proteina hecha por las células. La superficie
especifica de las fibras es muy alta. Ademds, se pueden lavarse con una descarga las células de la fibra y sustituirse
periddicamente. Se describen fibras huecas en las paginas 50-51 de la Publicacién n° 323 de Amicon, Inc.

De manera similar, la incorporacién de células estromales transfectadas en matrices biocompatibles permitird la
secrecion de proteina beneficiosa al individuo mientras se mantienen las células en un estado aislado inmunolégica-
mente. Se describen ejemplos de matrices biocompatibles, por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. ntimero 4.902.295
y la Patente de los EE.UU. nimero 4.997.443. En algunas realizaciones, se aislan inmunolégicamente células estroma-
les transfectadas encerrandolas dentro de sistemas de implante de tejidos que son conjuntos de membranas. Es decir,
se mantienen células en recipientes que incluyen al menos una membrana porosa. Las células dentro del conjunto
de membranas se aislan inmunolégicamente mientras pueden hacerse disponibles para los individuos proteinas bene-
ficiosas haciéndolas pasar a través de la membrana. Los dispositivos de implante que son conjuntos de membranas
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los descritos en la Patente de los EE.UU. nimero 5.314.471 y la Patente de
los EE.UU. nimero 5.344.454. Segiin una realizacién de la invencion, se proporciona un dispositivo de implante que
comprende dos conjuntos de anillos. Cada conjunto de anillo comprende un anillo de pléstico circular y una membra-
na de miliporos de 0,3 um que cubre el drea del circulo. Se disponen células estromales transfectadas entre los dos
conjuntos de anillos que se conectan entre si en la circunferencia. El dispositivo de implante construido se implanta
preferiblemente subcutdneamente.

En algunos dispositivos de implante preferidos, se proporcionan 10* a 10" células.
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Pueden implantarse subcutdneamente o intraperitonealmente células aisladas inmunolégicamente. Alternativamen-
te, pueden incorporarse o implantarse de otro modo adyacentes a 6rganos y tejidos a los que se entrega preferiblemente
la proteina beneficiosa. En realizaciones preferidas, se implantan dispositivos de implante subcutdnea o intraperito-
nealmente.

La invencion es particularmente util para tratar las enfermedades, trastornos y estados que requieren cantidades de
proteina relativamente pequefias, mds preferiblemente proteina segregada. Los ejemplos incluyen factor de crecimien-
to, factor de obesidad y factor IX, que requieren cada uno muy pequefia cantidad de proteina con el fin de funcionar.
Las Tablas IV y V contienen listas parciales de enfermedades, estados y trastornos que pueden tratarse usando la
presente invencion.

Se prefiere cultivar células estromales antes de aislamiento inmunolégico. Las células estromales pueden cultivarse
desde 1 hora hasta mds de un afio. En algunas realizaciones preferidas, las células estromales se cultivan durante un
periodo de tiempo suficiente para permitirlas convertirse de células sin ciclacién en replicantes. En algunas realizacio-
nes, las células estromales se cultivan durante 3-30 dias, preferiblemente 5-14 dias, mas preferiblemente 7-10 dias. En
algunas realizaciones, las células estromales se cultivan durante 4 semanas a un afio, preferiblemente 6 semanas a 10
meses, mds preferiblemente 3-6 meses.

En realizaciones preferidas, las células son 1) células estromales sin ciclacion aisladas que se transfectan primero
y se aislan después inmunolégicamente, y se administran después como células sin ciclacion, 2) células estromales
sin ciclacidn aisladas, que se transfectan primero, se cultivan después durante un periodo de tiempo suficiente para
convertir de células sin ciclacién en replicantes, se afslan inmunoldgicamente después y se implantan después, 3)
células estromales sin ciclacion aisladas que se cultivan primero durante un periodo de tiempo suficiente para convertir
de células sin ciclacién en replicantes, se transfectan después, se aislan después inmunoldgicamente y se implantan
después, o 4) células estromales sin ciclacion aisladas que se cultivan primero durante un periodo de tiempo suficiente
para convertir de células sin ciclacién en replicantes, se transfectan después, se cultivan después, se aislan después
inmunoldgicamente y se implantan después. En algunas realizaciones, se aislan células estromales, se transfectan,
se afslan inmunoldgicamente y se implantan. Se prefiere cultivar las células estromales antes de y después de la
transfeccién. Pueden cultivarse células estromales aisladas durante 3-30 dias, en algunas realizaciones 5-14 dias, en
algunas realizaciones 7-10 dias antes de la transfeccién. Pueden cultivarse células estromales transfectadas durante
3-30 dias, en algunas realizaciones 5-14 dias, en algunas realizaciones 7-10 dias antes de la administracién. Pueden
cultivarse células estromales aisladas durante 3-30 dias, en algunas realizaciones 5-14 dias, en algunas realizaciones
7-10 dias antes de la transfeccion vy, tras la transfeccion, cultivarse adicionalmente durante 3-30 dias, en algunas
realizaciones 5-14 dias, en algunas realizaciones 7-10 difas antes de la administracién. En algunas realizaciones, se
cultivan las células estromales aisladas durante 4 semanas a un afio, en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en
algunas realizaciones 3-6 meses antes de la transfeccion. Pueden cultivarse células estromales transfectadas durante
4 semanas a un afio, en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en algunas realizaciones 3-6 meses antes de
la implantacién. En algunas realizaciones, las células estromales aisladas se cultivan durante 4 semanas a un afio,
en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en algunas realizaciones 3-6 meses antes de la transfeccion vy, tras
la transfeccidn, se cultivan durante 4 semanas a un afio, en algunas realizaciones 6 semanas a 10 meses, en algunas
realizaciones 3-6 meses antes de la implantacion.

Otro aspecto descrito aqui se refiere al tratamiento de pacientes que padecen una enfermedad, trastorno o estado
caracterizados por un defecto de huesos o cartilagos. Comprende las etapas de identificar un individuo con un defecto
de huesos o cartilagos, obtener una muestra de médula 6sea de un donante singénico, equilibrado, normal y administrar
dicha muestra de médula 6sea al paciente por infusion intravenosa.

Como se ha indicado antes, la muestra de médula 6sea para trasplante puede derivarse de un donante equilibrado.
Los que tienen experiencia ordinaria en la técnica pueden identificar facilmente donantes equilibrados usando técnicas
y criterios estdndares.

Pueden obtenerse muestras de médula Osea para trasplante de donantes equilibrados por técnicas estdndares. En
algunas realizaciones, se emprende ablacion de médula 6sea antes de la infusién con el fin de hacer espacio en el hueso
para las células introducidas. La ablacién de médula 6sea puede conseguirse aplicando rayos X al individuo a tratar,
administrando farmacos tales como ciclofosfamida o mediante una combinacién de radiaciéon X y administracion de
farmacos. En algunas realizaciones, la ablacion de médula 6sea se produce por administracién de radioisétopos de los
que se sabe que destruyen células de huesos metastdticas tales como, por ejemplo, estroncio radioactivo, **samario o
16holmio (véase Applebaum, F.R. et al. 1992 Blood 80(6): 1608-1613).

La ablacion de médula 6sea es opcional. En algunas realizaciones, se produce una ablaciéon de médula dsea parcial
pero no completa antes del trasplante de médula 6sea. En algunas realizaciones, se administra médula dsea sin ninguna
ablacién de médula 6sea.

Se prefiere que el nimero de células usado en trasplante de médula 6sea para tratar una enfermedad de huesos y

cartilagos supere el que se usa normalmente para otros tratamientos. Se administran por infusion entre 3 y 10 veces la
dosificacién de médula 6sea normal por 100 kg de persona.
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En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de células. En algunas realizaciones, se pro-
porcionan administraciones miltiples. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones multiples durante el
transcurso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan 3-7 administraciones durante el trans-
curso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan 5 administraciones durante el transcurso de
5 dias consecutivos.

En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de entre 107 y 10" células por 100 kg de
persona. En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de entre aproximadamente 1-5 x 10°
y 1-5 x 10" células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporciona una administracién simple de
entre aproximadamente 1 x 10° y 5 x 10" células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporciona
una administracién simple de 4 x 10° células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporciona una
administracién simple de 2 x 10" células por 100 kg de persona.

En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones mdltiples de entre 107 y 10" células por 100 kg de
persona. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones mdltiples de entre aproximadamente 1-5 x 108
y 1-5 x 10" células por 100 kg de persona. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones miltiples de
entre aproximadamente 1 x 10° y 5 x 10" células por 100 kg de persona durante el transcurso de 3-7 dias consecuti-
vos. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones multiples de 4 x 10° células por 100 kg de persona
durante el transcurso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan administraciones multiples
de 2 x 10" células por 100 kg de persona durante el transcurso de 3-7 dias consecutivos. En algunas realizaciones,
se proporcionan 5 administraciones de 3-5 x 10° células durante el transcurso de 5 dias consecutivos. En algunas
realizaciones, se proporcionan 5 administraciones de 4 x 10° células durante el transcurso de 5 dias consecutivos. En
algunas realizaciones, se proporcionan 5 administraciones de 1-3 x 10! células durante el transcurso de 5 dias conse-
cutivos. En algunas realizaciones, se proporcionan 5 administraciones de 2 x 10'! células durante el transcurso de 5
dias consecutivos.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se usaron células de un linaje de ratén transgénico que expresa un mini-gen humano para coldgeno I de una mane-
ra especifica para tejido, para ver si pueden servir células mesenquimales precursoras de médula que se expanden en
cultivo como precursores a largo plazo de huesos y otros tejidos conectivos después de infusién intravenosa en ratones
irradiados. El gen marcador consistia en un mini-gen suprimido internamente para la cadena proa 1(I) humana de pro-
coldgeno I que ocasionaba sintesis de cadenas proa 1(I) acortadas (Khillan, J.S. ez al., J. Biol. Chem. 266:23373-23379
(1991); Pereira, R. et al., J. Clin. Invest. 91:709-716 (1983); y Sokolov, B.P. et al., Biochemistry 32:9242-9249 (1983)).

Se obtuvieron células que expresan el gen de un linaje de ratones transgénicos en el que el niimero de copias del
mini-gen humano con relacién al gen de ratén endégeno fue aproximadamente 100 a 1, y los niveles permanentes
de mARN del mini-gen humano con relacién al al mARN del gen de ratén endégeno fue aproximadamente 0,5:1 en
muchos tejidos.

Se prepararon por métodos estdndares células de donante de médula parcialmente enriquecida en precursores
mesenquimales (Friedenstein, A.J. ef al., Exp. Hemat. 4:267-274 (1976); Castro-Malaspina, H. et al., Blood 56:289-
301 (1980); Piersma, A.H. et al., Exp. Hematol 13:237-243 (1985); Simmons, P.J. y Torok-Storb, B., Blood 78:55-
62 (1991); Beresford, J.N. et al., J. Cell. Sci. 102:341-351 (1992); Liesveld, J.L. et al., Blood 73:1794-1800 (1989);
Liesveld, J.L. et al., Exp. Hematol 19:63-70 (1990); y Bennett, J.H. et al., J. Cell. Sci. 99:131-139 (1991)). Brevemente,
se cortaron los extremos de los huesos largos del ratén transgénico, y se extrajo la médula con una jeringa presurizada
rellena con @-MEM (Sigma) que contenia 10% de suero de bovino fetal (Atlanta Biologicals). Se pusieron en placa
aproximadamente 107 células nucleadas sobre matraces de cultivo de pldstico de 175 cm? en 25 ml de @-MEM que
contenia 10% de suero de bovino fetal. Después de 4 h, se desecharon las células no adherentes sustituyendo el medio.
Aparecieron focos que contenian de dos a cuatro células de tipo fibroblasto en 2 a 3 dias, y se desarrollaron los focos
hasta colonias casi confluentes en aproximadamente 1 semana. La produccién fue de aproximadamente 107 células
por matraz después de digestion con tripsina. Por microscopia de contraste de fases, muchas de las células eran de tipo
fibroblasto, pero se vieron también unos pocos macréfagos y adipocitos.

Aproximadamente 10° de las células adherentes cultivadas se mezclaron con 6 x 10° células no adherentes obte-
nidas por incubacién de médula de ratones normales durante 4 h en matraces de 175 cm? en las mismas condiciones
usadas para el aislamiento inicial de las células adherentes. La mezcla de aproximadamente 7 x 10° células en 0,2 a
0,4 ml de @-MEM y 10% de suero de bovino fetal se inyectd en la vena de la cola de cada ratén receptor.

Se prepararon ratones de ocho semanas de edad del mismo linaje FVB/N endégamo para recibir las células del
donante por irradiacién con un irradiador de '*’Cu (Atomic Energy of Canada, Ltd.). La unidad tenia una propocién
de dosis de 116 cG/min con una configuracion de haz opuesto paralelo. Cada animal recibi6 9,0 Gy en dos fracciones
con un intervalo de 4 h (4,5 Gy + 4,5 Gy) (O’Hara, M.D. et al., Exp. Hemat 19:878-881 (1991)). De una a 2 horas
después de la segunda fraccion de radiacidn, se inyect6 intravenosamente la mezcla de células adherentes marcadas
y células no adherentes normales. Los ratones irradiados testigo que no recibieron una infusién de células murieron
después de 10 a 13 dias de fallo de la médula.
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Para seguir la suerte de las células del donante, se desarrollaron dos ensayos de PCR para el mini-gen COL1A1
humano y el gen COL1A1 endégeno de ratén. Con un ensayo de dos cebadores, los valores para la relacion del gen
humano al de ratn fueron lineales en un intervalo de 10~ a aproximadamente 10™" y, por tanto, de aproximadamente
107° a 107" células de donante por célula del receptor. Con el ensayo de tres cebadores, los valores fueron lineales en
un intervalo de aproximadamente 1073 a 107 y, por tanto, aproximadamente 10~ a 1 células del donante por célula
del receptor.

Los ensayos de ratones irradiados después de un dia indicaron sélo cantidades de trazas de las células del donante
en médula, bazo, huesos, pulmén o cerebro (Tabla 1). Se vieron niveles ligeramente mads altos a los siete dias. A los
30 dias y 150 dias, la progenie de las células del donante totalizé el 2,0 a 12% de las células de la médula, bazo,
huesos y pulmén (Tabla 1). A los 150 dias, totalizaron también el 1,5 a 5,0% de las células en el cartilago xifoide,
que se diseccion6 exento de cualquier tejido mineralizado o fibroso en el microscopio. Aunque los valores medios
parecian mostrar una disminucién entre 1 y 5 meses, no hubo una disminucién significativa estadisticamente en los
valores combinados para médula, bazo, huesos y pulmén entre estos dos periodos de tiempo (Tabla 1). Los ensayos
de ratones no irradiados revelaron s6lo muy bajos niveles de células del donante en los mismos puntos de tiempo
(<0,0001 a 0,05%). El ensayo de PCR in situ de secciones de tejido de pulmén demostrd que la progenie de las células
del donante estaba distribuida uniformemente en el parénquima de alveolos y bronquios.

Para confirmar que la progenie de las células del donante estaba presente en cartilagos, se aislaron condrocitos de
cartilago xifoide y articular por digestion a 37°C durante la noche con 0,5 mg/ml de colagenasa bacteriana (Sigma) en
DMEM. Ls ensayos de PCR indicaron que la progenie de las células del donante totalizaba el 2,5% de los condrocitos
aislados.

Para determinar si las células del donante se hacian células mesenquimales funcionales en los tejidos que poblaban,
se ensay6 por RT-PCR en tejidos de los ratones receptores la expresion del mini-gen humano para coldgeno I contenido
en las células del donante. En tres ratones ensayados a los 150 dias, el mini-gen se expresé en huesos, un tejido en el
que mas de la mitad de la proteina se sintetiz6 en coldgeno I. La expresion en huesos se confirmé por un ensayo similar
en células de huesos aisladas del fémur y cultivadas durante 1 semana. La expresion del mini-gen para coldgeno I fue
mads variable en médula, bazo y pulmén, tejidos en los que la proporcion de sintesis de coldgeno I era menor que en
huesos. Como se esperaba, el mini-gen no se expresé en cartilagos, un tejido en el que aproximadamente la mitad
de la proteina se sintetiza en coldgeno II, pero en el que no hay sintesis de coldgeno I. El mini-gen para coldgeno I
tampoco se expreso en cultivos de condrocitos de los ratones receptores que contenian el gen marcador y que sintetizan
coldgeno II pero no coldageno I.

Informes anteriores han mostrado que ensayos de las células con marcadores citoquimicos o para mARNSs indica-
ban que las células sintetizaban coldgeno I, coldgeno III, fibronectina, fosfatasa alcalina y osteopontina, pero no tenian
aspectos caracteristicos de macrdfagos, granulocitos, linfocitos T, linfocitos B o células endoteliales. Los presentes
resultados demuestran que, tras inyeccion intravenosa en ratones irradiados, los cultivos expandidos de células adhe-
rentes pueblan eficazmente varios tejidos conectivos. Los resultados demuestran también que las células sirven como
verdaderas células precursoras para estos tejidos, porque expresan el gen marcador para coldgeno I de una manera
especifica para el tejido, y se incorporan difusamente en el parénquima mesenquimal de pulmoén.

Ejemplo 2
Condiciones para aislamiento y cultivo de MSCs

Se han estudiado las condiciones para cultivo de MSCs de manera que se expandan pero conserven el fenotipo
como célula estaminal. La Tabla I muestra que el co-cultivo de MSCs con fragmentos de hueso aumenté el nimero de
células obtenido después de 1 semana. En el mismo tiempo, el co-cultivo con hueso disminuyo los niveles de fosfatasa
alcalina (APase) en las células, una observacién que sugiere que las células no se diferenciaban en osteoblastos.
También, hubo una disminucién en los niveles de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), una observacién que
sugiere que las células no se diferenciaban en osteoclastos. Se observaron efectos similares con cultivos secundarios de
las MSCs. Por tanto, los resultados sugieren que el co-cultivo con fragmentos de hueso puede proporcionar condiciones
mejoradas para la expansién de MSCs. También, el medio de fragmentos de hueso cultivados puede ser una fuente
importante de citoquinas y factores de crecimiento para la expansién de MSCs en cultivo.

En experimentos relacionados, se ha encontrado que pueden mantenerse cultivos secundarios de MSCs durante
largos periodos de tiempo. Las MSCs pueden hacerse pasar en cultivo durante més de 4 meses por tripsinizacién y
re-colocacidn en placas. Las células son destacadamente estables en cultivos en fase estacionaria. En un experimento,
cultivos estacionarios permanecieron viables durante mas de 4 meses con re-alimentacién aproximadamente una vez
por semana. En otro experimento, las células permanecieron viables cuando, por descuido, se dejaron en un incubador
sin re-alimentacion durante 1 mes.

Transfeccion estable de MSCs con un vector retrovirico
Para obtener virus para infecciéon de MSCs, se modificé el vector retrovirico LNCZ (Miller, A.D. y Rosman, G.J.
(1989) Bio-Techniques 7, 980-990) de modo que el promotor para citomegalovirus (pCMV) impulsé la expresion del

gen de lacZ (Fig. 1). El vector se transfectd establemente en un linaje celular de empaquetado, de ratén, anfotrépico
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(PA317). Se aislaron los clones productores del virus constitutivo por seleccién con G418, y se usé el sobrenadante
de los clones para infeccién de MSCs. Se infectaron MSCs de cultivos primarios (3 dias de edad) durante tres dias
sucesivos con sobrenadante reciente del linaje productor con el mds alto titulo La coloracién de las células 5 dias
después indicé que aproximadamente el 15-20% de las células expresaban tipicamente el gen de lacZ. Se pusieron
varios cultivos de las células infectadas bajo seleccién con G418 (concentracién activa 0,44 ug/ml) durante 5 dias.
Muchas de las células recuperadas continuaban expresando el gen de lacZ. Se construyeron también modificaciones
de LNCZ de modo que la expresion del gen de lacZ es impulsada por el promotor del gen COL1A1 y el promotor
del gen COL2A1 (pCOL2A1). La expresién del gen de lacZ se obtuvo con éxito en cultivos primarios de MSCs con
ambas construcciones.

Sustitucion de células de hueso en ratones transgénicos con MSCs normales

Se realiz6 infusion de MSCs de ratones normales en los ratones transgénicos que expresaban altos niveles del gen
COL1A1 mutado (Tablas II y III). Un mes después de la infusién de MSCs normales en los ratones osteoimperfectos
(OD) (Tabla II), la progenie de las células del donante totaliz6 del 10 al 45% de las células de hueso en ratones
receptores que se habian irradiado con una dosis tolerada al maximo de rayos X (700 centi-Grays o cGy). Se obtuvieron
valores similares con ratones irradiados con la mitad de la dosis tolerada al maximo de rayos X (350 cGy). Sin
embargo, la reduccion de la dosis a un cuarto (175 cGy) redujo los valores en cuatro ratones al 0%, 5%, 10% y 40%.
Se obtuvieron resultados similares cuando se realizé infusién en ratones transgénicos OI con grandes nimeros de
células de médula completa de las que no se separaron MSCs (Tabla III).

En cinco ratones receptores en los que se examino la sintesis de cadenas proa1(1) (Tablas II y III), la sustitucién
de las células de hueso del receptor por MSCs del donante normales fue acompafiada por un aumento de la relacién de
cadenas proa’1(1) normales a cadenas proa’1(1) en huesos. Por ello, la sustitucién por células normales fue acompanada
por los cambios esperados en el nivel de proteina.

Ejemplo 3
Expresion a largo plazo de los genes humanos para hGH, factor IX u Ob en MSCs transfectadas establemente

Se afslan MSCs de ratones y se cultivan en las condiciones descritas en Pereira, R.F. et al. (1995) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92, 4857-4861, que se incorpora aqui como referencia. Se infectan MSCs con vectores retroviricos o se
transfectan con ADN romo para obtener clones que expresan los genes para hormona del crecimiento humano (hGH),
la proteina de la obesidad (Ob) humana o el gen para factor IX humano. Puesto que se ha introducido con éxito un
gen de lacZ en MSCs de ratones con un vector retrovirico, se usan variantes del mismo vector. Al mismo tiempo,
se transfectan establemente MSCs con electropporacion (Andreason, G.L. y Evans, G.A. (1988) Bio Techniques 6,
650-660 y Toneguzzo, F. et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6, 703-76), lipofectamina e inyeccion nuclear (Mercer, W.E. et
al. (1992) en: Antisense Strategies, Ann. N. Y. Acad. Sci. Biol. 660, 209-218), de manera que pueden usarse genes
enddgenos mayores. Ademds, pueden usarse algunos de esos genes enddgenos mayores. Ademds, se evitan algunas
de las desventajas potenciales de los retrovirus usando metodologia de introduccién alternativa.

Las condiciones estdndares para aislamiento y cultivo son: Se obtiene médula completa de las tibias y fémures de
ratones FVB/N de 6 a 10 semanas de edad cortando los extremos de los huesos y extruyendo la médula con una jeringa
que contiene de 1 a 2 ml de ®MEM enfriado con hielo y 10% de suero de bovino fetal (FBS). Las células de médula
agrupadas se dispersan por sacudidas suaves y se cuentan en un contador automético (Coulter modelo ZM). Se ponen
de 5 x 10% a 5 x 107 células nucleadas en 25 ml de @-MEM y 10% de FBS en placa sobre matraces de cultivo de 75
cm?. Después de 4 h o 3 dias, se separan las células no adherentes sustituyendo el medio. Las células adherentes se
expanden como cultivos primarios durante 10 a 12 dias con una re-alimentacion cada 4 dias. Las células se recuperan
por digestién con 0,25% de tripsina y EDTA de 1 a 5 mM durante 5 min a 37°C, seguido por raspadura suave. Las
células se diluyen con @-MEM con 10% de FBS y se vuelven a poner en placa con una densidad de 3 x 10* a 1 x 10°
células por 9,5 cm? en placas de 6 pocillos. En estas condiciones, el tiempo de duplicacion de las células es de 19 a
22 horas. Los cultivos secundarios se re-alimentan aproximadamente cada 4 dias, y se hacen pasar por tripsinizacién
y vuelta a poner en placa en las mismas condiciones.

Preparacion de construcciones de genes

Se usa el vector retrovirico LNCX como construccién progenitora. Se usan lugares de clonacién convenientes en
la construccién para preparar las construcciones modificadas pRSV-lacZ, pCMV-lacZ, pCOL1-LacZ y pCOL2-lacZ
(Fig. 1). El promotor pCOLI es un fragmento de 1,4 kb que contiene 476 pb del promotor, el primer exén y buena
parte del primer intrén del gen COL1A 1 humano. El promotor ha mostrado expresar en ratones transgénicos una forma
sin promotor del gen COL2A1 de una manera altamente especifica para el tejido y especifica de desarrollo (Sokolov,
B.P. et al. (1995) J. Biol. Chem. 270, 9622-9629). El promotor de COL2A1 es un fragmento de 1 kb del gen COL2A1
humano (Ala-Kokko, L. ez al. (1991) J. Biol. Chem. 266, 14175-14178) que confiere especificidad para tejidos de
expresion (Bradham, D.M. et al. (1994) J. Cell Physiol. 158, 61-68). El gen de lacZ se sustituye con el gen de hGH
(Nichols Laboratories), el gen de OB (Considine, R.V. et al. (1995) J. Clin. Invest. 95, 2986-2988), o el gen de factor
IX humano (Genetic Therapy, Inc.) Use of the Retrovirus Vector.
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Linajes celulares productores de retrovirus

Para establecer linajes celulares productores, se usaron células de ratén de empaquetado PA317 de retrovirus amfo-
tréfico. Las células se transfectaron al 20% de confluencia en placas de 100 mm por el procedimiento de precipitacién
con fosfato célcico (Promega) usando 15 ug de ADN plasmido que se linealiz6 por digestion con Scal, que corta en la
region de pBR322 del vector retrovirico. Un dia después de la transfeccion, se afiadié al medio G418 (GIBCO/BRL)
con una concentracion activa de 1 mg/ml. Entre 7 y 10 dias de seleccion aparecieron colonias resistentes a neomicina
y se aislaron por clonacién con anillos mecanicos. Los clones se expandieron y se ensay6 en clones individuales la
capacidad para expresar lacZ por coloracién directa de pocillos duplicados. Se ensayé el titulo del virus producido por
las células positivas por adicién simple de 50 ul de medio a células de tumor humano HT-1080 desarrolladas hasta
20% de confluencia en placas de microtitulacién de 6 pocillos con 3 ml de medio por pocillo y en presencia de 4 pg/ml
de polibreno. Se ensay6 el titulo para determinar el nimero de células HT-1080 que coloreaban positivamente para
expresion del gen de lacZ. Tipicamente, el titulo fue 1 x 10° a 1 x 10°.

Infeccion con retrovirus de MSCs de raton

Se prepararon como se ha descrito antes cultivos primarios de MSCs de ratén. Después de 3 dias, se desecharon
las células de médula no adherentes y se afiadié medio reciente. Se infectaron después las células con el retrovirus
en presencia de 4 ug/ml de polibreno por adicién de Y4 de volumen de medio de sobrenadante reciente de células
productoras transfectadas establemente que tenian el mds alto titulo de produccion de virus. La infeccion se repitio en
dos dias sucesivos adicionales. Se colorearon después directamente las células para expresion de lacZ o se dividieron
en placas mayores y se pusieron en seleccién con 0,4 mg/ml de G418 (concentracion activa). Aproximadamente del
15 al 20% de cultivos primarios fueron positivos para lacZ y muchas de las células que sobrevivieron a la seleccién
con G418 fueron positivas para lacz.

Transfeccion con lipofectamina

Se desarrollaron cultivos primarios de MSCs durante 10 dias en a-MEM que contenia 10% de FBS. Después de
tripsinizacion y raspadura suave, se sembraron las células en una placa de 6 pocillos con una densidad de 10° células
por pocillo. Las células se desarrollaron durante 2 dias, se lavaron después 2 veces con PBS y se incubaron con un
complejo de ADN-lipofectamina. El complejo de ADN-lipofectamina se preparé como sigue: se mezclaron 6 ul de
lipofectamina (GIBCO/BRL) con 1 ug de ADN de LINCZ en 200 ul de @-MEM, se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 min y se afiadié a un pocillo de una placa de 6 pocillos que contenia MSCs en 800 ul de @-MEM. Después
de 6 h de incubacién a 37°C, el complejo de ADN-lipofectamina se sustituy6 con 2 ml de a-MEM que contenia 10%
de FBS. Las células se colorearon para lacZ o se pusieron bajo seleccién de G418 después de 18 h de incubacién
en medio que contenia FBS. Se obtuvieron clones positivos, pero crecieron lentamente, aparentemente porque la
densidad de células era demasiado baja después de la seleccién de G418. Para salvar esta situacion, pueden usarse tres
estrategias diferentes: (a) se ponen las células en placa con densidades mayores; (b) se pondra co-cultivo de insertos
de cultivo de células sobre clones supervivientes temprano en el procedimiento de seleccidon y se pondran MSCs
recientes o fragmentos de hueso en los insertos (véase Tabla 1) en base diaria para proporcionar los factores celulares
necesarios para estimular el crecimiento; (c) en el momento en que la seleccién con G418 ha destruido muchas de
las células no transfectadas, se vuelven a sembrar los cultivos con MSCs que se han infectado con una variante del
retrovirus LNCX (Fig. 1) en el que estd sustituido el gen de lacZ con un gen seleccionable para timidina quinasa.
Por tanto, las MSCs transfectadas establemente con retrovirus se usan para proporcionar las citoquinas, factores de
crecimiento e interacciones celulares necesarios, requeridos para el crecimiento inicial de las MSCs transfectadas
durante la seleccién en G418. Se pueden separar después las células infectadas con el retrovirus por seleccién negativa
con gangciclovir.

Métodos de entrega
Inyecciones nucleares

Las inyecciones nucleares son altamente eficaces como medio para transfectar algunas células. Se pusieron células
en placas de 60 mm que contenian un cubreplatina de 22 x 22 mm marcado con un circulo para delinear el drea para
microinyeccién. Se incubaron las células en medio que contenia 0,1% de CS durante 5 dias para inducir la detencién
del crecimiento antés de la microinyeccioén. En estas condiciones, entre el 8 y el 15% de las células incorporaron
[PH]timidina durante el marcado continuo durante 24 h entre los dias 5 y 6. La microinyeccidén se realiz6 usando
un microscopio invertido Zeiss Axiovert equipado con un microinyector Eppendorf y un micromanipulador usando
femtopuntas capilares de vidrio compradas comercialmente (Eppendorf). Todas las células dentro de un drea delineada
del cubreplatina (usualmente 150-200) se microinyectaron en el nicleo con ADN en concentraciones variables de 0,01
a 1,0 g/ul en tampén Tris 10 mM (pH 7,6). Las células inyectadas se expandirdn y ensayaran como se ha descrito antes.

Electroporacion

Se tratan MSCs con 0,25% de tripsina y EDTA de 1 a 5 mM durante 5 min a temperatura ambiente y se cosechan
después por raspadura. Las células se globulizan por centrifugaciéon a 4.000 x g durante 10 min, y se lavan después
dos veces resuspendiendo el glébulo en PBS enfriada con hielo (pH 7,4). Se resuspenden las MSCs a razén de 2 x 10°
células por 0,8 ml y se dividen en partes alicuotas en una cubeta de electroporacién (separacién 0,4 cm). Las células
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se incuban 10 min en hielo, se afiade ADN a la suspensién (5-50 ug) y se enfrian las células durante 10 min mas. La
suspension de células se somete después a electroporacién usando un instrumento comercial (BioRed Gene Pulser;
modelo 1652076) con una intensidad de campo determinada empiricamente que produce el mayor porcentaje de
células que conservan el ADN afiadido exégenamente. Para determinar la intensidad de campo apropiada para MSCs,
se han realizado titulaciones variables de 0,25 a 2,5 kv/cm. Se comprobd la eficacia de electroporacion introduciendo
un gen de lacZ (vector de LNCZ) y coloreando después las células de 48 a 72 h después de la electroporacion.

Ensayos
hGH

La expresion del gen de hGH se comprueba ensayando medio de clones de células desarrolladas en placas de
microtitulacién de 6 pocillos con un ensayo de inmunoabsorbente enlazado a enzima, con un juego disponible comer-
cialmente (GIBCO/BRL). En este ensayo, se afiaden por pocillo de una placa de microtitulacién 0,1 ml de tampén
diluyente 2 X. Después de 5 min, se afiaden 0,1 ml de muestra de ensayo y se incuba la placa a 37°C durante 30
min. Se lavan los pocillos 5 veces y se afiaden por pocillo 0,2 ml de anticuerpo principal. Las muestras se incuban a
37°C durante 30 min y se lavan 5 veces. Se afiaden después 0,2 ml de tamp6n de sustrato que contiene sustrato de O-
fenilendiamina. Se incuban muestras a temperatura ambiente durante 30 min y se detiene la reaccién por adicién de
0,1 ml de 4cido sulfiirico 2 N. La absorbancia de la muestra se ensaya a 490 nm.

Proteina de Ob

Se ensaya en células la expresion del gen de Ob con un radioinmunoensayo de proteina de medio de células. El
anticuerpo principal para proteina de Ob humana se produjo en conejos contra proteina recombinante sintetizada en
un sistema de expresion de E. coli y se purificé hasta homogeneidad. La proteina humana es altamente homdloga con
la de ratén y, por tanto, anticuerpos anti-humanos deberfan reaccionar cruzadamente con la proteina de ratén. Si no
lo hacen, el cADN de ratén corto (619 nt) se expresa en E. coli, se purifica la proteina y se preparan anticuerpos.
Alternativamente, se compran péptidos sintéticos con la secuencia de ratén y se usan éstos para preparar anticuerpos.
Para el ensayo, se radiomarcé proteina de Ob humana recombinante con '*yodo por el método de Bolton-Hunter,
seguido por purificacién por filtracién en gel usando Sephadex G-25. La actividad especifica obtenida fue -30 uCi/ug.
Se preincubaron muestras de ensayo (0,2 ml) con antisuero principal (dilucién 1:2000) en solucién salina tamponada
con fosfato que contenia 0,1% de Triton X-100 durante 16 h a 4°C en un volumen total de 0,4 ml. Se afiadi6 después
1%5T-proteina de Ob (-30.000 cpm llevadas en 100 ul) y se continué la incubacién durante 24 h mds. La proteina de
Ob unida (12+1%; unién no especifica 1,4+0,1%) se inmunoprecipité por adicién de 0,1 ml de suero anti-IgG de
conejo, de oveja, (Antibodies, Inc., Davis, CA), 0,1 ml de suero de conejo normal (GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD)
y 0,1 ml de polietilenglicol del 10%. Los tubos se centrifugaron durante 15 min (2.200 rpm), y la marca no unida se
decanto y se contd el glébulo en un contador gamma Packard 5000 (Downers Grove, IL). Se calcul6 la concentracién
de proteina de Ob en muestras desconocidas usando modelo logistico de cuatro pardmetros sin pesar de Rodbard. El
limite de deteccion de este ensayo es 0,39 ng/ml. La varianza intra-ensayo es 11,6% a 12 ng/ml con una varianza
interensayo de 20,8% a 13,1 ng/ml.

Factor IX humano

Se ensayard la expresion del gen para Factor IX con un ELISA disponible comercialmente (American Bioproducts
Company) en condiciones similares a las usadas para el ensayo de hGH (anterior). Como se ha indicado por Smith et
al. (74), 1a curva estandar variaba de 1 a 50 ng/ml™" y el limite de sensibilidad fue 1 ng/ml™". El ensayo no reacciond
cruzadamente con factor IX de ratén.

Ejemplo 4

Expresion sostenida de los tres genes en niveles importantes fisiologicamente por infusion sistémica a ratones de
MSC:s trasfectadas establemente

Experimentos con el ratén transgénico OI (Tablas II y IIT) han demostrado que MSCs cultivadas pueden servir co-
mo precursores de tipo células estaminales de huesos, cartilagos y otros tejidos mesenquimales tras infusién sistémica.
Por tanto, se administran por infusién MSCs que expresan hGH, la proteina de Ob o factor IX a ratones irradiados y
no irradiados para evaluar expresion sostenida de los genes in vivo.

Infusion de MSCs

Inicialmente, se administran por infusién MSCs a ratones en condiciones tales como las descritas en la Tabla II
(ratones de 3 semanas de edad; irradiacién de 300 o 700 Grays; inyeccién intraperitoneal; 1 x 10° MSCs; y 2 x 10°
células de médula completa). Ademads, se compara infusién intravenosa con intraperitoneal; y se emplean niveles mas
bajos de irradiacion con rayos X. También, se administran por infusion las células a embriones por seccion cesdrea.
En pruebas preliminares, se inyectaron 50 ul de 5 x 10* ES en la placenta de siete embriones de 13 dias; 6 de 7 se
entregaron como cachorros viables. Por tanto, es factible la inyeccién intrauterina de MSCs.
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Curvas de crecimiento

La expresion in vivo eficaz de hGH debe aumentar la proporcion de crecimiento de ratones y la expresion de la
proteina de Ob debe inducir hambre. Por tanto, se comprueban el peso y tamafio de los ratones tratados y de crias
testigo.

Ensayos para expresion génica

Se obtiene sangre del plexo retro-orbital de ratones a 1 semana, 1 mes, 3 meses, 5 meses, 10 meses y 20 meses
tras la infusién de las MSCs. Se ensayan por ELISA hGH y factor IX, y se ensaya la proteina de Ob con un ensayo
radioinmune. Ademds, si se obtienen con ELISA aumentos medibles de factor IX humano, el procedimiento descrito
en Smith, T.A.G. et al. (1993) Nature Genet. 5 397-402, que se incorpora aqui como referencia, para ensayar factor
IX humano activo biolégicamente. En este procedimiento, se capturé primero factor IX humano en un pocillo de
micrototulacidon con el anticuerpo monoclonal BGIX1, y se activo después por factor IXa. El factor IX activo, en
combinacién con factor VIII, convirtié factor X en Xa. El factor Xa dividié el sustrato cromégeno, S2765, produciendo
un producto amarillo. Las placas de microtitulacién revestidas con BGIX1 y el Factor VIII se compraron de Elcatech,
Inc. (Winston-Salem, NC). El factor XIa se compré de Enzyme Research Labs, Inc. (South Bend, IN). El factor X,
solucién de fosfolipido, S-2765 y el inhibidor de trombina, 1-2581, se compraron de Kabi Pharmacia Hepar, Inc.
(Franklin, OH). Se prepararon cuatro tampones: A, Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 1% de BSA, pH 7,5; B, Tris 150 mM,
CaCl, 150 mM, 10 mg/ml™" de gelatina, pH 7,6; C, Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 7,5; D, Tris 50 mM, NaCl 150
mM, pH 8,4. La mezcla de reaccién factor VIII/X se prepard reciente mezclando cantidades iguales de las siguientes
materias primas: factor VIII, 5 Uml™" en tamp6n A; factor X, 1 Uml™' en tampones; 1-2581, 34 ug/ml~" en tampén
A; CaCl,, 25 mM en agua; y fosfolipido. Se diluyeron muestras de plasma en tampén A y se afiadieron 100 ul a cada
pocillo de microtitulacioén. La placa se incub6 durante 90 min a temperatura ambiente y se lavé después conco veces
con tampdn B, se afiadieron a cada pocillo 100 ul de factor X1a (2 pug/ml™! en tampén C). Después de 30 min a 37°C,
se afiadieron a cada pocillo 100 ul de S2765 (0,5 mM en tampén D) y 1a placa se incub6 durante 10 min a temperatura
ambiente antes de detener la reaccion afiadiendo dcido acético hasta una concentracion final del 10%. Se determinaron
las absorbancias a 405 nm con un lector de microplacas Bio-Rad. La curva estandar, preparada con diluciones de
plasma agrupado normal humano, era lineal de 3 a 25 ng/ml™'. El ensayo no reaccioné cruzadamente con factor IX de
ratén. Del factor IX, niveles de 250 ng por ml o 5% del normal se consideran generalmente terapéuticos y de 100 a
150 ng/ml se consideran beneficiosos.

Ejemplo 5

Expresion sostenida de los genes en niveles importantes fisiologicamente poniendo las MSCs en cdmaras de difusion
subcutdnea

Las células implantadas en cdmaras de difusién subcutdnea tienen al menos dos ventajas distintas para terapia
de pacientes: (a) se salvan respuestas inmunes y (b) cuando se implantan en cdpsulas en ratones (Benayahu, D. et
al. (1989) J. Cell Physiol. 140, 1-7), ratas (Mardon, H.J. et al. (1987) Cell Tissue Res. 250, 157-165) o conejos
(Fiedenstein, A.J. et al. (1987) Cell Tissue Klnet. 20, 263-272) sobreviven al menos 6 semanas (Wakitani, S. et al.
(1994) J. Bone and J.T. Surgery 76A, 579-592) aparentemente porque persisten como hueso, tejido fibroso o cartilago
que no requieren vascularizacién (Benayahu, D. ef al. (1989) supra, Mardon, H.J. et al. (1987) supra, Owen, M.
y Friedenstein, A.J. (1988) en: Cell and Molecular Biology of Invertebrate Hard Tissues, Wiley Chicester, CIBA
Foundation Symposium, 136, 42-60, A.J. et al. (1987) supra).

Preparacion de camaras

Se montan cdmaras de difusién a partir de componentes disponibles comercialmente (Millipore Corp.) y se usan
como se ha descrito en informes previos (Benayahu, D. et al. (1989) supra, Mardon, H.J. et al. (1987) supra). Breve-
mente, se pegan filtros de membrana con 0,3 um de tamafio de poros a un lado de cada uno de dos anillos de plastico
con cola acriloide. Los dos anillos se pegan después entre si para formar una cdmara, cuyas dimensiones son 9 mm
de didmetro interior y 2 mm de espesor, con un volumen de aproximadamente 127 mm®. Se inoculan en las cdmaras
de 10* a 107 MSCs a través de un agujero en un anillo y se cierra el agujero con un tapén de pléstico con conicidad
hacia dentro revestido con cola. Las cdmaras se implantan en ratones subcutdneamente en el lomo o intraperitoneal-
mente bajo anestesia. Inicialmente, se insertan una o mas cimaras en ratones destetados recientemente (3 semanas). A
continuacidn, se insertan cimaras en ratones de 1 semana de edad. Para los experimentos con los ratones de 1 semana
de edad, se preparan cdmaras mds pequeias a partir de discos (didmetro interior 5 mm) cortados de puntas de plastico
para micropipetas.

Ensayos

Se obtiene sangre del plexo retro-orbital a 1 semana, 1 mes, 3 meses, 5 meses, 10 meses y 20 meses tras la
implantacion de las cdmaras. Se ensaya en el plasma hGH, proteina de Ob y factor IX como se ha descrito antes.

Ejemplo 6

Con referencia a la Figura 2, la cdmara de difusién (1) puede tener un cilindro de cdmara (3) que tiene dos extremos,
un primer extremo (5) y un segundo extremo (7). El cilindro puede estar constituido por uno o mds anillos asegurados

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2291 588 T3

enre si por medios no téxicos. La cdmara estd equipada en cada extremo con un filtro, un primer filtro (9) y un segundo
filtro (11). Los filtros son porosos a factores de tal modo que los factores puedan pasar entre la cdmara y el mamifero.
El tamafio de poros de los filtros puede ser de aproximadamente 0,25 um o inferior, preferiblemente alrededor de 0,1
um. Los filtros pueden ser de pldstico, teflon, poliéster o cualquier material inerte que sea fuerte, flexible y capaz de
resistir tratamientos quimicos. Los filtros pueden asegurarse en posicion con juntas de caucho que pueden proporcionar
también un cierre mas hermético. Opcionalmente, la porcién de cilindro de la cdmara puede tener una abertura (13)
que puede estar cubierta por un tapén (no representado). El tapén puede ser de tipo roscado de caucho autoobturante
y ajustado a la abertura. Puede realizarse asi la insercién de células al contenido de la cdmara dando acceso a la
abertura retirando el tapdon e insertando células usando una aguja y jeringa ordinarias. La cimara puede ser de cualquier
sustancia, tal como, aunque sin limitarse a ellas, plastico, teflon, lucita, titanio o cualquier material inerte, que sea
no toxico y sea bien tolerado por mamiferos. Ademads, las cimaras deben ser capaces de sobrevivir a esterilizacion.

La cdmara puede implantarse de las siguientes formas no limitativas: subcutdnea o intraperitonealmente, por ejem-
plo. La cdmara puede separarse de alrededor de 24 a aproximadamente 30 horas después de la implantacién. Alterna-
tivamente, puede emplearse una cdmara rellenable de tal modo que la cdmara pueda reutilizarse para tratamientos y
vaciarse después de los tratamientos.

TABLA I

Condiciones para el crecimiento de cultivos primarios y secundarios de MSCs

MSCs Condiciones de Células por APase® (mmoles TRAP® (mmoles
cultivo pocillo x 10° min/mg) min/mg)

Primario Estandar® 2,0 426 144
Co-cultivado”® 6,41 22,3 102
Co-cultivado® 6,94 420 105
(Matrigel)

Secundario® Estandar 1,33 2.052 75
Co-cultivado 7,40 362 60,6
Co-cultivado 5,08 506 59,2
(Matrigel)

Se cultivaron células de médula completa (20 x 10%) de ratones de 6 semanas de edad
en pocillos de 9,5 cm? individuales en 2 ml de FCS al 10% y a-MEM. Las células no
adherentes se separaron el dia 3 y se continu6 la incubacion en medio reciente hasta el
dia 7. Se ensayan APase y TRAP como se ha descrito en la referencia 55.

®Co-cultivado con fragmentos de hueso (medio fémur y media tibia) en insertos de
cultivo de células (23 mm; tamafio de poros 3 um; Becton Dickinson).

‘Tgual que ® con insertos revestidos con Matrigel.

9Se separaron cultivos primarios el dia 10 con 0,25% de tripsina y EDTA 1 mM durante
5 min a 37°C, seguido por raspadura suave. Se diluyeron 1:4 células de un pocillo (2 x
10%) y se cultivaron en pocillos de 9,5 cm” durante 7 dias con cambios del medio el dia
3yeldiaé6.

‘Las actividades de APase (20, 54) y TRAP (55) fueron por mg de proteina total.
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TABLA II

Ratones Rayos X (¢cG)  Donante Células® Disminucion Cadenas proa
receptores de la (1) mutadas
recolocacién
de hueso a 1
mes (%)
MSCs Médula
completa
Transgénico 700 0,7x10°(N)" 15x10°(TG)® 10 al 45% 26 a 73%
(3 semanas) 2x10° (TG) (n=3) (n=3)
Transgénico 350 1,2x10°(N) 28 al 60%
(3 semanas) 2x10° (TG) (n=4)
Transgénico 175 1,2x105(N) 0 al 40%
(3 semanas) (n=4)

*(N), normal; (TG), transgénico.

®MSCs separadas de células de médula completa antes de infusién por incubacion en placa de cultivo de

plastico durante 4 h a 37°C.

TABLA III

como células de donante; y (c) disminucion de la dosis de rayos X

Experimentos con (a) ratones transgénicos como receptores; (b) aumento de 10 veces en células de médula completa

Ratones Rayos X (cG)  Células de donantea Recolocacion  Disminucion

receptores MSCs Meédula de hueso a 1 de cadenas
completa mes (%) proa (1)

mutadas

Transgénico 700 Sx10°(N)* 20 al 38%

(3 semanas) (n=3)

Transgénico 350 1,6x10°(N) 50 al 78% 21 al 24%

(3 semanas) (n=3) n=3) (n=2)

Transgénico 350 5x10°(N) 22 al 45%

(3 semanas) (n=4)

*(N) Médula completa de ratones normales sin ningun tratamiento para separar MSCs.
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TABLA IV

Enfermedades complejas genéticas o adquiridas tratables por células estromales encapsuladas (lista parcial)

Enfermedad Metabolito o proteina Defecto génico Gen terapéutico
deficiente o excesivo potencial en células
estromales
Deficiencias de Baja hormona del Hormona del Hormona del
hormona del crecimiento en algunas  crecimiento en algunas crecimiento

crecimiento mas
defectos de crecimiento

Obesidad

Enfermedad renal

Diabetes

Aterosclerosis

Osteoporosis

Enfermedades
infecciosas, incluyendo
SIDA

Enfermedades

autoinmunes

Desconocido

Anemia mas otros
cambios

Insulina disminuida

Niveles de 1101

relativamente bajos

Desconocido

20

Desconocido

Genes y formas
adquiridas multiples

Miltiple

Muiltiple

Multiple

Gen para la proteina de
Ob (disminuye el
apetito)

Eritropoyetina

Varios genes para
sintesis de insulina y
liberacion regulada
(complejo)

Gen para Apo-Al
(aumenta IIDL en
ratones transgeénicos)
Agonista de estrégeno
especifico para células
de huesos
Anticuerpos para agente

infeccioso

Antagonistas para el

epitope inmune
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TABLA V

Enfermedades monogenas definidas tratables por células estromales encapsuladas (lista parcial)

Enfermedad

Metabolito o proteina

deficiente o excesivo

Defecto génico

Gen terapéutico

potencial en células

estromales
Defectos del ciclo de Glutamina Varios diferentes Glutaminasa
urea
Acidurias orgdnicas de ~ Cetoécidos de leucina,  Tres diferentes Descarboxilasas
cadena ramificada isoleucina y valina especificas

Deficiencia
inmunodeficiencia de
adenina desaminasa
Lipoproteina familiar
Enfermedad de Gaucher
(tipo I)

Deficiencia de al-
antitripsina
Galactosemia

Hemofilia

Desoxi-adenosina

Quilomicrones

Glucosilceramida

Baja proteina del suero

Galactosa aumentada

Factor VIII o IX

disminuido

21

Adenina desaminasa

Lipoproteina lipasa

B-Glucosidasa acida

a-Antitripsina

Una de cuatro enzimas

Factor VIII o IX

Adenina desaminasa

Lipoproteina lipasa

B-glucosidasa 4cida

a-Antitripsina

Una de cuatro enzimas

Factor VIII o IX
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REIVINDICACIONES

1. El uso de células estromales aisladas que se han aislado de una muestra de médula 6sea obtenida de un donante
singénico, equilibrado, normal, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un paciente que padece una
enfermedad, trastorno o estado caracterizados por un defecto de huesos o cartilagos, en el que el donante es singénico
con dicho paciente y en el que el medicamento es para administracién a dicho paciente por infusién intravenosa.

2. El uso de la reivindicacién 1%, en el que dicho medicamento es para administracién a un paciente que ha experi-
mentado ablacién de médula 6sea antes de la administracion de las células estromales aisladas.

3. El uso de la reivindicacién 12, en el que dichas células estromales aisladas se han transfectado con una construc-
cién génica que comprende un gen de herpes de timidina quinasa, en el que dicho gen estd enlazado operativamente a
secuencias reguladoras y se expresa por dichas células estromales.

4. El uso de la reivindicacién 1%, en el que dicha enfermedad, trastorno o estado se caracteriza por un defecto en
los huesos de dicho paciente.

5. El uso de la reivindicacién 4%, en el que dicha enfermedad, trastorno o estado es osteogénesis imperfecta u
0Steoporosis.

6. El uso de la reivindicacién 1%, en el que dicha enfermedad, trastorno o estado se caracterizan por un defecto en
los cartilagos de dicho paciente.

7. El uso de la reivindicacién 6% en el que dicha enfermedad, trastorno o estado es condrodisplasia u osteoartritis.

8. El uso de células estromales aisladas que se han aislado de una muestra de médula 6sea de un paciente y que se
han cultivado en condiciones que producen replicacién de dichas células estromales en un cultivo expandido de células
estromales, en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de un paciente que padece una enfermedad,
trastorno o estado caracterizados por un gen mutado, que no funciona o subexpresado, que produce un defecto de
los huesos o cartilagos de dicho paciente, en el que dicho medicamento es para administracién a dicho paciente por
infusién intravenosa.

9. El uso de la reivindicacién 82 en el que dicho medicamento es para administracién a un paciente que ha experi-
mentado ablacién de médula dsea antes de la administracion de las células estromales.

10. El uso de la reivindicacion 8%, en el que dicha enfermedad, trastorno o estado se caracterizan por un defecto
en los huesos de dicho paciente.

11. El uso de la reivindicacién 10% en el que dicha enfermedad, trastorno o estado es osteogénesis imperfecta u
0Steoporosis.

12. El uso de la reivindicacion 8%, en el que dicha enfermedad, trastorno o estado se caracterizan por un defecto
en los cartilagos de dicho paciente.

13. El uso de la reivindicacién 122 en el que dicha enfermedad, trastorno o estado es condrodisplasia u osteoartritis.
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Céamara de difusion

FIG. 2

24



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

