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DESCRIPCION

Composicién que contiene un hidrogel con células madre mesenquimales y método de produccién de la misma

Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composiciéon que incluye células madre mesenquimales cultivadas en hidrogel,
més especificamente, una composicién de hidrogel que contiene células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo, y a un método de preparaciéon de la misma. Méas especificamente, la presente invencién se refiere a una
composicién que incluye células madre mesenquimales cultivadas en hidrogel, lavadas y utilizadas para llenar una
jeringa, en donde la composicién de la presente invencién puede administrarse facilmente sin modificacién y podria
no requerir ninglin tratamiento enzimético en el procedimiento final de preparaciéon de células para el trasplante,
practicamente no se pierde ninguna célula debido a que la composicién se lava en forma de hidrogel sin ningun
procedimiento de lavado que utilice centrifugacion u otros métodos, y el efecto terapéutico se manifiesta
inmediatamente después de la administracion en un individuo debido a que se incorporan sustancias bioactivas en
poros del hidrogel.

Antecedentes de la técnica

Los terapéuticos de células madre de primera generacion convencionales son células aisladas que se obtienen
mediante el tratamiento con proteasas, tales como ftripsina o dispasa, en el que no se mantienen las uniones
intercelulares y las proteinas de la membrana basal de las células debido a que todas las proteinas expuestas sobre
las membranas celulares son degradas no selectivamente por el tratamiento con proteasas. Ademas, se eliminan las
sustancias de origen animal, tales como el suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), afiadidas para inactivar
las proteasas, mediante varios procedimientos de lavado-centrifugado, en los que se pierden 5 % a 10 % de las células
en cada uno de los procedimientos de lavado-centrifugado. Por lo tanto, el procedimiento de recoleccién celular
utilizando una proteasa resulta muy ineficiente.

Ademas, la proporcién de células sedimentadas es bajo en el trasplante de las células individuales aisladas a una
zona enferma debido a que las células trasplantadas se descargan de una zona diana mediante difusién y absorcion.
Ademas, debido a que las células madre mesenquimales son altamente adhesivas, la tasa de supervivencia de las
células madre mesenquimales individuales aisladas es muy bajo, ya que mueren entre 6 y 24 horas después de
aislarlas.

El documento de patente n.° WO 2006/004951 proporciona un método de sintesis in vivo de novo de tejidos blandos
que presentan una forma y tamafio predeterminados a partir de células madre mesenquimales adultas en andamiajes
biocompatibles y una composicién preparada mediante el mismo método. Dicho documento proporciona un método
de utilizacién de polimero de hidrogel, méas especificamente, diacrilato de polietilenglicol, como andamiaje
biocompatible. Sin embargo, debido a que la composicién estad destinada a la recuperacién de la unién de tejidos
blandos, la solicitud de patente anteriormente mencionada solo supone que practicamente no deberia producirse
ningln cambio en el diametro del andamiaje preparado mediante la utilizacién de diacrilato de polietilenglicol, y ni
proporciona ni intuye un método de preparacién que incluya el llenado de una jeringa con una sustancia cultivada para
la administracion inmediata.

La patente coreana n.° 1.289.834 proporciona un agente terapéutico regenerativo de esfinter que incluye células
madre derivadas de liquido amniético y describe que el agente terapéutico celular puede inyectarse en un compuesto
de hidrogel, especificamente en alginato/PF-127/acido hialurénico, para potenciar el efecto. Sin embargo, la patente
anteriormente mencionada no proporciona que el procedimiento de recoleccién de células madre pueda mejorarse
para incrementar el rendimiento.

La patente coreana n.° 684.940 proporciona un método de diferenciaciéon de las células madre mesenquimales en
condrocitos, més especificamente, un método de fijacién de células madre mesenquimales en un andamiaje
compuesto que incluye fibrina/Ha para el cultivo, en el que la fibrina/Ha es un polimero biodegradable. Sin embargo,
la patente anteriormente mencionada solo proporciona que la diferenciacién de células madre mesenquimales en
condrocitos puede potenciarse en el caso de que se utilice fibrina/Ha como andamiaje, incluso sin afiadir TGF-beta,
que se afiade en el método convencional de diferenciacién de células.

En los métodos convencionales, las uniones intercelulares y proteinas de la membrana basal pueden resultar dafiadas
por el tratamiento enzimético realizado en el procedimiento final de preparacién de las células trasplantadas; pueden
perderse células en cada uno de recoleccién celular, lavado, llenado de viales y llenado de jeringa con los materiales
contenidos en un vial, y la mayoria de las sustancias bioactivas sintetizadas durante el cultivo celular, tales como el
colageno, son eliminadas ya que solo se recolectan células individuales y se inyectan después de un tratamiento
enziméatico.

La presente invencién proporciona una composicién que incluye células madre mesenquimales cultivadas en hidrogel,
lavadas y llenadas en una jeringa, en donde la composicién de la presente invencién puede administrarse facilmente
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sin modificacién y podria no necesitar un tratamiento enzimético en un procedimiento final de preparacion de células
para el trasplante, practicamente no se pierde ninguna célula debido a que la composicién se lava en forma de hidrogel
sin ningln procedimiento de lavado que utilice centrifugacién u otros métodos, y el efecto terapéutico se manifiesta
inmediatamente después de la administracién en el individuo debido a que se incorporan sustancias bioactivas en
poros del hidrogel.
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Patente coreana n.® 1.289.834
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US2014/227233 A1.
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Descripcién resumida de la invencién

Problema técnico

El propésito de la presente invencién es preparar células madre mesenquimales separadas de los tejidos adiposos y
utilizarlos para el tratamiento de enfermedades. La presente invencién proporciona un método mejorado de
preparacién de una composicién celular para 1) evitar la pérdida de células en un procedimiento de recoleccién de
células cultivadas de una cantidad suficiente, 2) evitar el dafio en las células mediante el tratamiento de proteasas, y
3) minimizar la pérdida de células en la zona diana, y una composicién preparada mediante el método. La composicién
celular preparada mediante el método mejorado se proporciona después de llenar una jeringa con la composicidén para
facilitar el uso. El hidrogel con células preparado y llenado mediante el método proporcionado por la presente invencién
puede aplicarse en todos los agentes terapéuticos que pueden administrarse por via local mediante la utilizacién de
una aguja de calibre 20 a 25. La invencidn se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Solucién al problema

La presente exposicién proporciona un método de cultivo de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
en un hidrogel y recoleccién de células madre-hidrogel mediante la utilizacién de una jeringa.

En la composicién para el tratamiento de enfermedades de la presente exposicién, las células madre mesenquimales
son positivas para CD29, CD44, CD73, CD90, etc., o pueden ser células autélogas o alogénicas positivas para CD34
y CD45.

En un ejemplo de la presente invencién, el hidrogel es cola de fibrina, en donde la concentracién de fibrinégeno que
constituye la cola de fibrina es de entre 0,9 y 1,6 mg/ml.

En un ejemplo de la presente invencién, se mezclaron entre 100.000 y 2.000.000 células madre con 1 ml de hidrogel,
1 a 2 ml de la mezcla resultante se afiadié a una placa de 12 a 24 pocillos para producir un gel, y se afiadié un medio
al gel para el cultivo durante tres a seis dias. El medio puede ser un medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
por sus siglas en inglés) que incluye FBS al 10 % y factor de crecimiento fibroblastico béasico (bFGF, por sus siglas en
inglés) o factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés) proporcionado por una patente convencional
(Autologous and Allogenic Adipose Tissue-Derived Stromal Stem Cells Composition for Treatment of Fistula; nimero
de registro de patente: 1.328.604) o DMEM que incluye entre 1 % y 10 % de albimina sérica humana y entre 1 % y
50 % de una composicién preparada mediante un método proporcionado por una patente convencional (Method for
Prepararion of Mesenchymal Stem Cell Culture Comprising High Concentration of Cell Growth Factors and
Composition Prepared Threfrom; nimero de solicitud de patente: 10-2011-0043953).

Efectos ventajosos de la invencién
El método de preparaciéon de una composiciéon que incluye un hidrogel con células madre mesenquimales derivadas

de tejido adiposo de la presente patente resulta muy Gtil, debido a que no se requiere ningun tratamiento enzimético
en el procedimiento final de preparacién de células trasplantadas, ya que las células se cultivan en un hidrogel, se
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lavan y se utilizan para llenar inmediatamente una jeringa para la utilizacion, practicamente no se pierde ninguna célula
debido a que la composicién se lava en forma de hidrogel sin un procedimiento de lavado que utiliza la centrifugacién
u otros métodos, y el efecto terapéutico se manifiesta inmediatamente después de la administracién a un individuo
debido a que se incorporan sustancias bioactivas en poros del hidrogel.

Més especificamente, el método de preparacién de una composicién que incluye un hidrogel con células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo segun la presente invencién no incluye la realizacién de aislamiento
celular (tamizado) mediante la utilizacién de una proteasa, y de esta manera, las células pueden obtenerse
eficientemente evitando la pérdida de células de un procedimiento convencional de recoleccién celular. Ademés, las
células madre obtenidas mediante el método proporcionado por la presente invenciéon pueden administrarse a una
zona enfermedad en un estado altamente activo, y las células administradas mantenerse en una zona diana hasta
que se haya degradado todo el hidrogel y se haya absorbido por completo, mostrando un efecto terapéutico continuo.
Ademas, la matriz extracelular secretadas a partir de las células madre mesenquimales durante el cultivo, tal como
colageno, laminina, fibronectina, elastina, estd completamente presente ya que esté incorporado en poros del hidrogel,
y de esta manera la capacidad terapéutica de la composicién de la presente invencién es significativamente superior
a la de los agentes terapéuticos convencionales, y puede reducirse el periodo de tratamiento mediante la utilizacién
de la composicién de la presente invencién.

Los resultados experimentales han mostrado que el hidrogel con células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo de la presente invencion presenta un periodo de supervivencia celular significativamente mas largo que el de
los agentes terapéuticos de células madre convencionales debido a que las células madre sobreviven més de una
semana en el hidrogel y mantienen la forma de fibroblasto, y pueden potenciar la cicatrizacién de heridas debido a
que se secretan continuamente en una cantidad considerable durante una semana diversos factores de crecimiento y
citoquinas que potencian el crecimiento celular y la angiogénesis, y la matriz extracelular secretada se mantiene en el
hidrogel, proporcionando diversos tipos de matriz al trasplantarla al cuerpo. Ademas, la composicidén de la presente
invencién no provoca una respuesta inmunitaria, sino que inhibe el factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en
inglés)-alfa, mitigando la inflamacién y ayudando a cicatrizar las heridas, en donde TNF-alfa es una sustancia
inflamatoria secretada por células inmunitarias activadas.

Breve descripcién de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 es una imagen de un hidrogel con células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.
La figura 1a muestra un hidrogel celular formado después del cultivo celular; la figura 1b muestra una jeringa llena con
el hidrogel celular mostrado en la figura 1a, y las figuras 1c y 1d muestran la inyeccién de hidrogel celular contenido
en una jeringa a través de una aguja y el mantenimiento de la forma celular tras la inyeccion.

[Figura 2] La figura 2a muestra una imagen de microscopia (100 aumentos) de un hidrogel con células madre contenido
en una jeringa e inyectado inmediatamente mediante la utilizacién de una aguja de calibre 23, en el que el hidrogel
con células madre se preparé mediante el cultivo de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
mezcladas con un gel de fibrina preparado mediante una diluciéon escalonadas de fibrinégeno y una solucién de
trombina. Se muestra el factor de dilucién y la concentraciéon de fibrin6geno y trombina en el hidrogel preparado
finalmente.

La figura 2b es una imagen de microscopia (100 aumentos) de un hidrogel con células madre contenido en una jeringa,
mantenida a 37 °C, la temperatura corporal del ser humano, durante 24 horas, y después inyectado mediante la
utilizacidén de una aguja de calibre 23. Se muestra el factor de dilucién y la concentracién de fibrinégeno y trombina en
el hidrogel preparado finalmente.

[Figura 3] La figura 3 es un grafico que muestra la tasa de recuperacidn celular de las células sometidas a un cultivo
secundario mediante un método convencional de recoleccion celular, lavado, llenado de viales y llenado de jeringa, y
la de células sometidas a cultivo en un hidrogel en los momentos de recoleccién celular, lavado y llenado de jeringa.

[Figura 4] La figura 4 es una imagen de tincion con AO/EtBr que muestra la supervivencia de las células contenidas
en un vial tras un cultivo secundario mediante un método convencional (Ejemplo comparativo 1) y el hidrogel con
células preparado mediante el cultivo de células en un hidrogel y contenido en una jeringa (Ejemplo 3).

[Figura 5] La figura 5 es un grafico que muestra la cantidad de colageno de tipo | de la matriz extracelular incluido en
una suspension celular preparada mediante un método convencional mediante un cultivo secundario, recoleccién,
lavado y llenado (Ejemplo comparativo 1) y en un hidrogel con células preparado mediante cultivo en un hidrogel,
lavado y llenado de jeringa (Ejemplo 3), en el que se analiz6 el coldgeno de tipo | mediante un ensayo de inmunosorcion
ligada a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés).

Descripcién de realizaciones

La presente invencién proporciona un método de preparacién de una composicién que incluye un hidrogel con células
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo tal como se define en las reivindicaciones.
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La presente invencidn proporciona una composicion que incluye células madre mesenquimales cultivadas en hidrogel,
lavadas y después utilizadas inmediatamente para llenar una jeringa, en la que la composicidén de la presente invencion
no requiere un tratamiento enzimatico en un procedimiento final de preparacion de las células que van a trasplantarse,
practicamente no se pierde ninguna célula debido a que la composicién se lava en forma de hidrogel sin un
procedimiento de lavado que utilice centrifugacion u otros métodos, y se manifiesta el efecto terapéutico
inmediatamente después de la administracién a un individuo debido a que se incorporan sustancias bioactivas en
poros del hidrogel.

La presente invencién se describe mas especificamente a continuacion.

La presente invencién se refiere a un método de preparacién de una composicién de hidrogel con células madre
mesenquimales, en donde el método incluye (a) cultivar células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo,
8b) formar un gel mediante mezcla de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo en cultivo y una
solucién de hidrogel, y (c) cultivar el gel y (d) llenar con el gel de la etapa (c) una ampolla, un vial o una jeringa, en
donde el hidrogel es cola de fibrina, en el que la cola de fibrina incluye fibrinbgeno de una concentracién entre 0,9 y
1,6 mg/ml.

En un aspecto, puede utilizarse uno o un compuesto de dos 0 méas seleccionados del grupo de hidrogel que consiste
en cola de fibrina, acido hialurénico, gelatina, colageno, acido alginico, quitosano, celulosa, pectina, un derivado de
metacrilato de 2-hidroxietilo o un copolimero del mismo, 6xido de polietileno y alcohol polivinilico, a modo de un
hidrogel, mas especificamente, puede utilizarse uno o un compuesto de dos o méas seleccionados del grupo que
consiste en cola de fibrina, &cido hialurénico, gelatina, colageno, acido alginico, celulosa y pectina, y mas
especificamente, puede utilizarse cola de fibrina.

En una realizacion de la presente invencion, la cola de fibrina puede incluir fibrindgeno a una concentracién de entre
0,9 y 1,6 mg/ml. Un resultado experimental ha mostrado que las células no crecen bien o que las células se separan
del hidrogel en el caso de que la concentracién final de cola de fibrina se encontrase fuera del intervalo indicado
anteriormente.

En un aspecto, la cola de fibrina puede incluir trombina a una concentracién de entre 1 y 300 U.l./ml, especificamente
de entre 5y 30 U.I./ml, méas especificamente, de entre 10 y 15 U.1./ml. No se produce ningln problema de crecimiento
celular y adhesividad células-hidrogel dentro del intervalo indicado anteriormente.

En una realizacion de la presente invencidn, el método de la presente invencién incluye el llenado de una ampolla, un
vial 0 una jeringa con la composicién de células madre mesenquimales-hidrogel, segln (c). La composicién de células
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo-hidrogel preparada mediante la utilizacién del método de
preparacion dela presente invencién puede administrarse por via local mediante la utilizacién de una jeringa de calibre
20 a 25 inmediatamente después de la preparacién.

En una realizaciéon de la presente invencion, el nUmero de células contadas en el hidrogel con células madre
mesenquimales utilizado para llenar una ampolla, un vial o una jeringa en (d) puede ser de 70 % o superior, méas
especificamente, de 80 % o superior al nUmero de células madre mesenquimales contadas que se han recolectado
en (c).

Un resultado experimental ha mostrado que aproximadamente el 70 % de las células preparadas mediante un método
convencional se pierden tras el llenado de la jeringa, mientras que solo se pierde el 20 % o menos de las células al
utilizar el método de preparacién de la presente invencién, indicando que la tasa de pérdida de células del método
proporcionado mediante la presente invencién era significativamente inferior que el de un método convencional.

La presente invencién proporciona un agente terapéutico celular que incluye como un ingrediente activo una
composicién de hidrogel con células madre mesenquimales preparada mediante el método.

La expresion “agente terapéutico celular’ utilizada en la presente memoria se refiere a un producto médico destinado
al tratamiento, diagnéstico y prevencién, que contiene una célula o tejido preparado mediante aislamiento a partir de
seres humanos, cultivo y una operacién especifica. Especificamente, se refiere a un producto médico destinado al
tratamiento, diagnéstico y prevencion mediante una serie de acciones de multiplicacién in vitro y clasificacién de
células vivas autblogas, alogénicas y xenogénicas, o la modificacién delas caracteristicas biolégicas de células por
otros medios con el propésito de restaurar la funcion de células y tejidos. Los agentes terapéuticos celulares se dividen
en términos generales en agentes terapéuticos de células somaticas y agentes terapéuticos de células madre, segln
el nivel de diferenciacion de las células. Més especificamente, la presente invencidn se refiere a un agente terapéutico
de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.

Eltérmino “sujeto” utilizado en la presente memoria se refiere a todos los tipos de animales, incluyendo seres humanos,

que ya presentan o que es probable que presenten una enfermedad que puede prevenirse o tratarse mediante la
administracion del agente terapéutico celular de la presente invencién.
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Ejemplos
A continuacién en la presente memoria se describe la presente invencién en mayor detalle en referencia a ejemplos.
Ejemplo 1. Método de cultivo de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.

Habitualmente puede obtenerse un tejido adiposo mediante liposuccién, aunque el método de obtencidén de un tejido
adiposo no se encuentra limitada a la misma.

Se separaron del tejido adiposo mediante liposuccién las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo,
mediante el método siguiente. Se lavé el tejido adiposo con el mismo volumen de PBS tres o cuatro veces para eliminar
la sangre. Se afiadié al tejido adiposo una solucién de colagenasa en un volumen igual al del tejido adiposo y se
mantuvo en un bafio de agua a 37 °C para la reaccién. La mezcla resultante se transfirié a un tubo de centrifugacion
y se sometié a centrifugacién a 20 °C y 1500 rpm durante diez minutos. Se separé la capa sobrenadante de lipidos y
la capa de solucién de colagenasa del fondo se separé cuidadosamente para no agitarla. Se afiadié un medio de
sustrato a la capa de solucién de colagenasa separada y se suspendid, y la mezcla resultante se sometié a
centrifugacién a 20 °C y 1200 rpm durante cinco minutos. La materia sedimentada era una fraccién de estroma-vasos,
a partir de la cual se separ6 el sobrenadante. La fraccién de estromas- vasos se suspendié en un medio de sustrato y
después se inoculé la suspensién en un recipiente de cultivo. Se llevé a cabo el cultivo a 37 °C en un incubador con 5
% de CO» durante 24 horas. Tras sacar la solucién de cultivo, se lavaron las células con PBS, y después se hizo que
proliferasen mediante la utilizacién de un medio de sustrato, un medio de cultivo preparado mediante la adicién de 1
ng/ml de bFGF a un medio de sustrato, o un medio preparado mediante la adicién de 5 ng/ml de EGF a un medio de
sustrato. Una vez las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo habian crecido hasta un volumen de
80 % a 90 % del recipiente de cultivo, se trataron las células con tripsina, se separaron en forma de células individuales
y a continuacién se recolectaron.

Ejemplo 2. Determinacién de la concentracién de cola de fibrina en el hidrogel.

Se afiadié una solucién de trombina a las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de una
concentracién de 5x10%/ml obtenida en el Ejemplo 1 en proporciones de 1:10, 1:20 y 1:40. Se prepar6 fibrindgeno
(71,5 a 126,5 mg/ml) mediante dilucién a factores de dilucién de 1:20, 1:40 y 1:80. Se utilizé un sistema de jeringa
Duploject para afiadir 500 a 700 pl de las suspensiones celulares que contenian fibrinégeno y trombina a cada pocillo
de una placa de 12 pocillos. Tras solidificar por completo el gel, se afiadié un medio de cultivo que contenia FBS al 10
% y 1 ng/ml de bFGF, y la mezcla se cultivd a 37 °C en un incubador con 5 % de CO, durante cinco dias. Tras el
lavado de las células con DMEM tres veces, se afiadi6 DMEM que contenia 1 ng/ml de bFGF y la mezcla resultante
se cultivé a 37 °C en un incubador con 5 % de CO» durante aproximadamente 12 horas. Tras separar el sobrenadante,
se utilizé una jeringa de 1 ml para recolectar un hidrogel con células. Se conect6 una aguja de calibre 23 a la jeringa
para empujar el hidrogel con células a una placa y se observé el hidrogel con células utilizando un microscopio 6ptico.

La figura 1a es una imagen del hidrogel con células transferido a una placa, tras el cultivo en una placa de 12 pocillos,
indicando que se mantenia el hidrogel formado durante el periodo de cultivo.

La figura 1b es una imagen del hidrogel con células contenido en una jeringa, que indica que se mantiene el estado
de gel incluso después de llenar la jeringa con el mismo.

La figura 1c muestra la inyeccién del hidrogel con células contenido en una jeringa a través de una aguja de calibre
23, y la figura 1d muestra que se mantiene la forma de hidrogel del hidrogel con células incluso después de ser
inyectado a través de la aguja de calibre 23.

La figura 2a muestra una imagen de microscopia de los hidrogeles con células preparados en diferentes proporciones,
y se utilizaron para llenar una jeringa y se inyectaron en una placa mediante la utilizacién de una aguja de calibre 23.
El crecimiento celular era mejor, ya que el factor de dilucién de la cola de fibrina era mayor. El crecimiento celular era
bueno y las células y el hidrogel con cola de fibrina estaban bien mezclados entre si en el caso d que la concentracion
final de cola de fibrina fue de entre 0,9y 1,6 mg/ml o de entre 0,4 y 0,8 mg/ml. No se observé una diferencia significativa
segln la concentracion de trombina.

La figura 2b es una imagen de microscopia de un hidrogel con células preparado en diferentes proporciones, utilizado
para llenar una jeringa, conservado a 37 °C, que es la temperatura corporal en el ser humano, durante 24 horas, y
después inyectado en una placa mediante la utilizacién de una aguja de calibre 23. Las células y el hidrogel se
separaron unas del otro practicamente por completo a una concentracién final de fibrinégeno de entre 1,8 y 3,2 mg/ml,
y de entre0 ,4 y 0,8 mg/ml, aunque las células y el hidrogel estaban bien mezclados entre si durante un méximo de 24
horas a una concentracién final de fibrin6geno de entre 0,9 y 1,6 mg/ml. No se observd una diferencia significativa
seguln la concentracién de la trombina.

Ejemplo 3. Preparacién de solucién de cultivo de células-hidrogel.
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Se afladié una solucién de trombina a las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo a una
concentracién de 5x10%ml obtenidas en el Ejemplo 1 en una proporcidén de 1:20. Se prepard fibrin6geno mediante
dilucién a un factor de dilucién de 1:40. A continuacién, se cultivaron las células, se lavaron y se utilizaron para llenar
una jeringa segun el Ejemplo 2.

Ejemplo comparativo 1. Preparacién mediante la utilizacién de un método de cultivo de agente terapéutico celular
convencional.

Se utilizé el método siguiente como método de cultivo convencional de agente terapéutico celular.

Se cultivaron células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo en un recipiente de cultivo. Una vez las células
habian crecido hasta un volumen de aproximadamente 80 % del recipiente de cultivo, se separaron las células en
forma de células individuales mediante la adicién de tripsina-EDTA. Tras desactivar los enzimas mediante la adicién
de DMEM que contenia FBS, se recolectaron las células en un tubo de centrifuga y se sometieron a centrifugacién a
1500 rpm. Tras eliminar el sobrenadante, se afiadié DMEM para suspender las células con el fin de eliminar el FMS.
Seguidamente, las células se sometieron nuevamente a centrifugacién a 1500 rpm y se eliminé el sobrenadante
resultante. Las células se lavaron un total de tres veces, se suspendieron en el lavado final con un agente de
suspensién celular de un volumen apropiado y después se utilizaron para llenar un vial. Las células contenidas se
transfirieron a una jeringa de 1 ml conectada a una aguja de calibre 23.

Ejemplo experimental 1. Ensayo de medicién de /a tasa de recuperacién celular.

Se afiadié un enzima de triple expresion al hidrogel con células en cada etapa del Ejemplo 3 para disolver la cola de
fibrina y se conté el nimero de células. De manera similar, se cont6 el niUmero de células en cada etapa del Ejemplo
comparativo 1.

La figura 3a es un gréafico que muestra la tasa de recuperacién de las células en cada etapa del método convencional
de preparacion del agente terapéutico celular (Ejemplo comparativo 1) en comparacién con la etapa de recoleccién
celular inicial (desactivacién con tripsina-EDTA), indicando que la tasa de recuperacién celular se habia reducido en
10 % a 25 % en cada etapa y solo se recuperé aproximadamente el 30 % de las células tras utilizar finalmente las
células para llenar una jeringa, en comparacién con la etapa inicial de recoleccién.

La figura 3b es un grafico que muestra la tasa de recuperacién de las células en cada etapa del método de preparacion
de la presente invencién (Ejemplo 3) en comparacién con la etapa inicial de recoleccién celular (tras completar el
cultivo celular), indicando que la tasa de recuperacién celular se habia reducido en 1 % a 5 % en cada etapa y se
recuperd mas de 80 % de las células tras el llenado final de una jeringa con las células.

Ejemplo experimental 2. Tasa de supervivencia y forma de las células cultivadas en un hidrogel con células.

La tasa de supervivencia de células cultivadas en un hidrogel seguin el Ejemplo 3 contenidas en una jeringa de 1 mly
conservadas a temperatura ambiente se midi6 tras 0, 24 y 48 horas, y siete dias, mediante tincién de las células con
naranja acridina/bromuro de etidio. Las células preparadas mediante un método convencional del Ejemplo 3 y
contenidas en un vial se utilizaron a modo de controles.

Tal como se muestra en la figura 4, las células preparadas mediante el método convencional y contenidas en un vial
mantuvieron una elevada tasa de supervivencia, de 95 % o superior en la hora 0, aunque las células no consiguieron
mantener la forma o se habian agregado entre si en la hora 24, ya que la membrana celular resulté destruida por
muerte celular, y no se observaron practicamente células en la hora 72, ya que todas las células habian muerto. Por
otra parte, las células cultivadas en el hidrogel con células sobrevivieron hasta el dia 7 y se mantuvo la forma de
fibroblasto.

Ejemplo experimental 3. Matriz extracelular incluida en el hidrogel con células.

El hidrogel con células preparado mediante el cultivo de células en un hidrogel y el llenado de una jeringa de 1 ml con
las mismas segun el Ejemplo 3 se disolvié mediante el tratamiento con un enzima, y se analizé6 mediante ELISA la
cantidad de colageno de tipo |. A modo de control se utilizé una suspensién celular preparada mediante el cultivo de
células mediante el método convencional del Ejemplo 3 y la introduccidén en una jeringa de 1 ml.

Tal como se muestra en la figura 5, practicamente no se incluyé colageno en la suspensién celular mediante el cultivo
de células mediante el método convencional de preparacién de agente terapéutico celular, aunque se incluyeron 3
Hg/ml 0 mas de colageno en el hidrogel con células.

Aplicabilidad industrial

La composicién de hidrogel con células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo proporcionada por la
presente invencion presenta una elevada aplicabilidad industrial debido a que las células se cultivan en hidrogel, y se
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lavan y se utilizan inmediatamente para llenar una jeringa para la utilizacién y, de esta manera, podrian no requerir un
tratamiento enzimético en un procedimiento final de preparacién de células trasplantadas, practicamente no se pierde
ninguna célula debido a que la composicidén se lava en forma de hidrogel sin un procedimiento de lavado que utiliza
centrifugacion u otros métodos, y el efecto terapéutico se manifiesta inmediatamente tras la administracién al individuo
debido a que se incorporan sustancias bioactivas en poros del hidrogel.
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REIVINDICACIONES

Método de preparacién de una composicién de hidrogel con células madre mesenquimales, en el que el
método incluye las etapas de:

(a) cultivar las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo,

(b) mezclar las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo en cultivo y una solucidén de
hidrogel para formar un gel,

(c) cultivar el gel, y

(d) utilizar el gel de la etapa (c) para llenar una ampolla, un vial o una jeringa,

en el que el hidrogel es cola de fibrina, en el que la cola de fibrina incluye fibrindgeno a una concentracién de
entre 0,9y 1,6 mg/ml.

Método de preparacién de una composicién de hidrogel con células madre mesenquimales segln la
reivindicacién 1, en el que la cola de fibrina incluye trombina a una concentracién de entre 1 y 300 U.l./ml.

Método de preparacién de una composicién de hidrogel con células madre mesenquimales segln la
reivindicacién 1, en el que la cola de fibrina incluye trombina a una concentracién de entre 10 y 15 U.l./ml.

Método de preparacién de una composicién de hidrogel con células madre mesenquimales segln la
reivindicacién 1, en el que el nimero de células contado en el hidrogel con células madre mesenquimales
contenido en una ampolla, un vial o una jeringa en la etapa (d) es 70 % o méas del niumero de células contado
en las células madre mesenquimales recolectadas en la etapa (c).

Método de preparacién de una composicién de hidrogel con células madre mesenquimales segln la
reivindicacién 1, en el que el nimero de células contado en el hidrogel con células madre mesenquimales
contenido en una ampolla, un vial o una jeringa en la etapa (d) es 80 % o méas del niumero de células contado
en las células madre mesenquimales recolectadas en la etapa (c).

Composicién para la utilizacién en el agente terapéutico celular que comprende una composicién de hidrogel
con células madre mesenquimales preparado mediante el método segln cualquiera de las reivindicaciones
1ab.
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Figura 5
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