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DESCRIPCION
Ensayo de potencia
Campo técnico

La presente descripcién se refiere a ensayos de potencia para productos de terapia celular. Se proporcionan
ensayos de potencia para poblaciones celulares que comprenden células madre o precursoras del linaje
mesenquimal.

Antecedentes

Varios productos de terapia celular para aplicaciones de terapia regenerativa o inmunolégica han avanzado a
la evaluacién clinica y la autorizacién de comercializacién. Sin embargo, la liberacién al mercado de estos
productos de terapia celular se ve obstaculizada por su complejidad y heterogeneidad, lo que dificulta la
identificacién de actividades biolégicas relevantes y, por lo tanto, la definicién de una calidad consistente del
producto de terapia celular.

Los parametros fisicoquimicos (por ejemplo, caracterizacién del tamafio, morfologia, propiedades de dispersién
de la luz, resistencia a la traccién, numero de células, confluencia, identificacién de marcadores fenotipicos,
sustancias secretadas, genotipo, perfil de expresién de genes) se utilizan rutinariamente para la identificacién
y cuantificacién de la sustancia activa, los intermedios, las impurezas y los contaminantes. Sin embargo, los
parametros fisicoquimicos no pueden confirmar que un producto sera biolégicamente activo y potente (es decir,
que producira el efecto deseado). Por el contrario, la caracterizacién biolégica tiene en cuenta el efecto del
producto sobre los sistemas biol6gicos, ya sea modelados en laboratorio o en el ser vivo en animales y, en
Gltima instancia, en la clinica.

La legislacion farmacéutica en Estados Unidos y Europa exige que las sustancias activas cuya estructura
molecular no puede definirse por completo sean evaluadas en cuanto a su potencia antes de su liberacién al
mercado. Es un requisito legal evaluar la potencia de cada lote de un producto de terapia celular autorizado.

Las pruebas de potencia deben demostrar la actividad o actividades biolégicas relevantes del producto. No es
un requisito que las pruebas de potencia reflejen todas las funciones biol6gicas del producto, pero deberian
indicar una o mas funciones biolégicas relevantes. Se espera que se establezcan la precisién, sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad de los métodos analiticos utilizados en las pruebas de potencia y que sean
adecuadamente robustos.

Es necesario identificar los parametros que son criticos para la eficacia de los productos de terapia celular y
controlarlos (por ejemplo, a través de pruebas de potencia) de modo que se puedan fabricar productos de
calidad constante.

Cao et al., 2015, The Spine Journal 15:P530-538 describe que las células madre mesenquimales de la médula
Osea retardan la degeneracién del disco intervertebral a través de la via NF-uB.

Wen et al., 2014, Plos One 9:€101841 describe los efectos inmunomoduladores de las células madre
mesenquimales derivadas de la médula ésea sobre las células epiteliales corneales humanas estimuladas con
citocinas proinflamatorias.

Kyurkchiev et al., 2014, World J Stem Cells 6:552-570 describe la secrecidn de citocinas inmunorreguladoras
por células madre mesenquimales.

Wei et al., 2014, Transl. Pediatr. 3:71-90 describe la posible aplicaciéon de células madre mesenquimales en la
regeneracioén del disco intervertebral.

Strassburg et al., 2010, Regenerative Medicine 5:701-771 describe que el cocultivo induce la diferenciacién de
células madre mesenquimales y la modulacién del fenotipo degenerado de las células del nucleo pulposo
humano.

Resumen
La presente invencidn esta dirigida a la materia expuesta en las reivindicaciones adjuntas.

Los presentes inventores han desarrollado un ensayo de potencia para medir la actividad biolégica o la eficacia
terapéutica de productos de terapia celular que comprenden células precursoras de linaje mesenquimal o
células madre de linaje mesenquimal, denominadas en adelante "células madre o precursoras de linaje
mesenquimal".

Por consiguiente, la presente descripcién proporciona un método en laboratorio para seleccionar células
precursoras mesenquimales humanas (MPC) para su uso en el tratamiento que comprende:
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(i) cultivar una poblacién obtenida de las MPC humanas enriquecidas para STRO-1" o TNAP* de las MPC,;
(ii) determinar la cantidad de TGFB1 liberada por las MPC humanas en el medio de cultivo; y
(i) seleccionar para su uso en el tratamiento las MPC humanas que liberan TGFB1 en

el medio de cultivo en una cantidad de al menos 2800 pg/10°® células, en donde una cantidad de al menos
aproximadamente 2800 pg/10° células de TGFR1 son indicativas de actividad bioldgica o eficacia terapéutica.
Por ejemplo, una cantidad de al menos aproximadamente 2810 pg/10° células de TGFB1, al menos
aproximadamente 2820 pg/108 células de TGFR1, al menos aproximadamente 2830 pg/10° células de TGFp1,
al menos aproximadamente 2840 pg/10°® células de TGFR1, al menos aproximadamente 2850 pg/10° células
de TGFB1, al menos aproximadamente 2860 pg/108 células de TGFR1, al menos aproximadamente 2870 pg/10°
células de TGFR1, al menos aproximadamente 2880 pg/10° células de TGFB1, al menos aproximadamente
2890 pg/10°® células de TGFBR1, al menos aproximadamente 2900 pg/10° células de TGFR1, al menos
aproximadamente 2910 pg/108 células de TGFR1, al menos aproximadamente 2920 pg/10° células de TGFp1,
al menos aproximadamente 2930 pg/10°® células de TGFR1, al menos aproximadamente 2940 pg/10° células
de TGFB1, al menos aproximadamente 2950 pg/108 células de TGFR1, al menos aproximadamente 2960 pg/10°
células de TGFR1, al menos aproximadamente 2970 pg/10° células de TGFB1, al menos aproximadamente
2980 pg/10°8 células de TGFR1, al menos aproximadamente 2990 pg/10° células de TGFB1, o al menos
alrededor de 3000 pg/10° células de TGFB1 son indicativas de actividad biologica o eficacia terapéutica.

En un modo de realizacidn, la actividad biolégica de las células comprende la capacidad de estimular la
produccién de colageno en células fibrosas del anillo humano en laboratorio.

En un modo de realizacidn, la eficacia terapéutica comprende la eficacia terapéutica en el tratamiento de la
enfermedad degenerativa del disco.

En un modo de realizacién, el método comprende sembrar las células en un recipiente de cultivo a
aproximadamente 50,000 células viables/cm?.

En un modo de realizacién, el método comprende cultivar las células en un medio basal condrogénico
suplementado con 0.5 % de albumina de suero de bovino.

En un modo de realizacion, el método comprende cultivar células adherentes durante al menos 68 a 76 horas.
En un modo de realizacién, las células adherentes se obtienen primero cultivando la poblacién de células
durante la noche en, por ejemplo, medio basal condrogénico suplementado con 0.5 % de albimina de suero
de bovino, para permitir que se adhieran al recipiente de cultivo.

En un modo de realizacién, la etapa de determinacién comprende recoger una muestra del medio de cultivo en
el que se cultivaron las células. En un modo de realizacién, la muestra recogida comprende todo el medio de
cultivo en el que se cultivaron las células. En un modo de realizacién, el método comprende activar TGF31
latente en el medio de cultivo antes de determinar la cantidad de TGF31 en el medio de cultivo.

En un modo de realizacién, la activacion de TGFR1 latente comprende afiadir un acido, por ejemplo, HCI 1 N,
al medio de cultivo para reducir el pH del medio de cultivo. En un modo de realizacién, el método comprende
concentrar la muestra de medio de cultivo antes de reducir el pH. En un modo de realizacién, el método,
después de la adicion del acido, comprende neutralizar el pH del medio de cultivo a 7.2 a 7.6 afiadiendo, por
ejemplo, NaOH 1.2 N/HEPES 0.5 M o NaOH 1N.

En un modo de realizacién, el método comprende determinar la cantidad de TGFR1 en el medio de cultivo
mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

En un ejemplo, el ELISA comprende:
(i) diluir el medio de cultivo 1:5 en un diluyente de muestra;

(ii) afiadir el medio de cultivo diluido a un pocillo de una microplaca recubierta previamente con un anticuerpo
monoclonal especifico para el TGF1,

(i) afiadir diluyente de muestra a cada pocillo de la microplaca;
(iv) incubar la microplaca durante 2 horas a temperatura ambiente;
(v) lavar la microplaca;

(vi) afiadir un conjugado de TGFB1 al pocillo;

(vii) incubar la microplaca durante 2 horas a temperatura ambiente;

(viii) lavar la microplaca;
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(ix) afiadir una solucién de sustrato al pocillo;
(x) incubar la microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente;
(xi) afiadir una solucién de detencidn al pocillo;

(xii) leer la densidad éptica en un lector de microplacas ajustado a 450 nm con correccién de longitud de onda
a 570 nm;

(xiii) determinar la concentracién de TGFB1 corregida para dilucién.

En un modo de realizacién, el diluyente de muestra es un medio basal condrogénico suplementado con 0.5 %
de albumina de suero de bovino.

En un modo de realizacion, el método comprende ademas:

preparar diluciones en serie de un estandar de TGFB1 en un diluyente de muestra con concentraciones finales
que varian de 31.2-2000 pg/ml;

afadir los estdndares a la microplaca antes de la etapa (iii);

construir una curva estandar utilizando un ajuste de curva logistica de cuatro parametros; y

determinar la concentracién de TGFB1 en el medio de cultivo por referencia a la curva estandar.

La presente descripcién también proporciona un método en laboratorio para seleccionar células precursoras
del linaje mesenquimal humano para su uso en el tratamiento que comprende:

(i) obtener una poblacién de células precursoras de linaje mesenquimal;

(i) sembrar las células en un recipiente de cultivo a 50,000 células viables/cm?;

(iii) cultivar las células en medio basal condrogénico suplementado con 0.5 % de albdmina de suero de bovino;
(iv) recoger el medio de cultivo;

(v) activar el TGFB1 latente liberado por las células en el medio de cultivo afiadiendo HCI 1 N para reducir el
pH del medio de cultivo;

(vi) neutralizar el pH del medio de cultivo a 7.2 a 7.6 afiadiendo NaOH 1.2 N/HEPES 0.5 M o NaOH 1N;

(vii) diluir el medio de cultivo 1:5 en medio basal condrogénico suplementado con 0.5 % de albdmina de suero
de bovino;

(viii) afiadir el medio de cultivo diluido a un pocillo de una microplaca recubierta previamente con un anticuerpo
monoclonal especifico para el TGF1,

(ix) afiadir diluyente de muestra a cada pocillo de la microplaca;

(x) incubar la microplaca durante 2 horas a temperatura ambiente;

(xi) lavar la microplaca;

(xii) afiadir un conjugado de TGF1 al pocillo;

(xiii) incubar la microplaca durante 2 horas a temperatura ambiente;
(xiv) lavar la microplaca;

(xv) afiadir una solucién de sustrato al pocillo;

(xvi) incubar la microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente;
(xvii) afladir una solucién de detencién al pocillo;

(xviii) leer la densidad éptica en un lector de microplacas ajustado a 450 nm con correccidén de longitud de onda
a 570 nm;

(xix) determinar la concentracién de TGFB1 corregida para dilucion.
En un modo de realizacion, el método comprende ademas:

preparar diluciones en serie de un estandar de TGFB1 en medio basal condrogénico suplementado con 0.5 %
de albumina de suero de bovino con concentraciones finales que oscilan entre 31.2-2000 pg/ml;
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afadir los estdndares a la microplaca antes de la etapa (ix);
construir una curva estandar utilizando un ajuste de curva logistica de cuatro parametros; y
determinar la concentracién de TGFB1 en el medio de cultivo por referencia a la curva estandar.

La presente descripcion también proporciona una poblacién de células humanas aisladas enriquecidas para
células precursoras del linaje mesenquimal (MPC) STRO-1* o TNAP* que liberan TGFB1 en el medio de cultivo
en una cantidad de al menos 2800 pg/10° células, para su uso en el tratamiento, en donde la poblacién de
células humanas aisladas se selecciona mediante un método en laboratorio que comprende:

(i) cultivar una poblacién obtenida de las MPC humanas enriquecidas para STRO-1" o TNAP* de las MPC,;

(ii) determinar la cantidad de TGFB1 liberada por las MPC humanas en el medio de cultivo; y

(iii) seleccionar para su uso en el tratamiento las MPC humanas que liberan TGF1 en el medio de cultivo en
na cantidad de al menos 2800 pg/10° células.

En un modo de realizacién, la poblacién aislada de células comprende células madre o precursoras de linaje
mesenquimal expandidas en cultivo. En un modo de realizacién alternativo, la poblacién aislada de células
comprende células madre o precursoras de linaje mesenquimal recién aisladas.

En un modo de realizacién, las células madre o precursoras del linaje mesenquimal comprenden al menos el 5
% de la poblacién celular aislada.

En un modo de realizacién, también se proporciona una composicién que comprende una de las poblaciones
de células aisladas mencionadas anteriormente y un criopreservante. En un modo de realizacion, el
criopreservante en la composicion es DMSO o Profreeze™. En un modo de realizacién, la composicidn
comprende la poblacién de células aisladas en 42.5 % (v/v) de Profreeze™ /50 % de aMEM (v/v)/7.5 % (viv) de
DMSO.

En un modo de realizacién, se proporciona en el presente documento una composicién que comprende una de
las poblaciones de células aisladas mencionadas anteriormente y hialuronano, por ejemplo, al menos
aproximadamente 0.5 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 0.6 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 0.7 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 0.8 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 0.9 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 1 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 1.5 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 2 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 2.5 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 3 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 3.5 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 4 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 4.5 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 5 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 6 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 7 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 8 % de HA o sal de HA, al menos aproximadamente 9 % de HA o sal de HA, al menos
aproximadamente 10 % de HA o sal de HA.

En un modo de realizacion, el tratamiento es para tratar a un sujeto con enfermedad de disco degenerativa.

En un modo de realizacién, una composicion criopreservada de la descripcién se descongela y se mezcla con
hialuronano (HA) o una sal de HA, como, por ejemplo, HA sbdico antes de la administracion.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1: Ubicacidn y estructura del IVD. (A) Representacién que muestra la ubicacién del disco intervertebral
(IVD) entre 2 cuerpos intervertebrales. (B) Una vista a través de un disco sano que muestra el ntcleo pulposo
(NP) en el centro rodeado por el anillo fibroso (AF) y la placa terminal vertebral (figura adaptada de (Raj, 2008)).

Figura 2: Efectos del CM de MPC sobre la proliferacién y la composiciéon de la matriz de las células NPC
humanas en cultivos de micromasa. (A) Datos que muestran la incorporacién de EdU en la proliferacién de
células del nucleo pulposo (NPC) en respuesta a medios acondicionados (CM) de células precursoras
mesenquimales (MPC). Los datos se expresan como media + SD del % de incorporacién positiva de EdU. n=3
réplicas/condicién. (B) Imagenes representativas de la tincidn con Azul Alcian para proteoglicanos GAG
sulfatados en cultivos de micromasa de NPC humanas. (C) Semicuantificacién de proteoglicanos extraidos de
cultivos de micromasa de NP. Los datos se expresan como media + SD. n=3 réplicas/condicién. Significacién
asignada a p< 0.05 frente a control medio basal.

Figura 3: Efectos en laboratorio del CM de MPC sobre la proliferaciéon y produccién de matriz de AFC humano
en cultivos de micromasa. (A) Datos que muestran la proliferacién de células del anillo fibroso (AFC) en
respuesta al CM de MPC. Los datos se expresan como media * SD del % de incorporacién positiva de EDU.
n=3 réplicas/condicién. (B) Cuantificacién del colageno total producido por cultivos de micromasa de AF en
respuesta al CM de MPC. Datos representativos de un donante expresados como media + SD. n=3
réplicas/condicién. Significacién asignada a p< 0.05 frente a control medio basal.
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Figura 4: Niveles de TGFB1 detectados en el CM de MPC. Deteccién de TGFB1 en el CM de MPC medida por
ELISA. Los datos se expresan como promedio de muestras duplicadas. n=15 lotes de las MPC derivados de 5
donantes diferentes.

Figura 5: Efectos del TGFR1 y el CM de MPC sobre el contenido de hidroxiprolina en cultivos de micromasa de
AFC humanos. (A) Respuesta a la dosis de produccién de coldgeno mediada por el TGFB1 humano
recombinante (rhTGFB1) en cultivos de micromasa de AF de 3 donantes de AFC. Los datos demuestran una
inhibicién significativa de la respuesta de rhTGF 1 con anticuerpo neutralizante de anti-TGFR1. (B)
Cuantificacién del colageno total producido por cultivos de micromasa AF en respuesta al CM de MPC después
de la neutralizacién anti-TGF1 o el control de IgG. Datos generados a partir de 3 donantes de AFC y 4-7 lotes
del CM de MPC. Los datos se expresan como media = SD. n=3 réplicas/condicidén. Significacién asignada a p<
0.05; * frente a control medio basal; 1 frente a control IgG.

Figura 6: Efectos de rhTGFB1 sobre el contenido de hidroxiprolina en cultivos de micromasa de AFC humanos
fetales frente a adultos. Produccién de colageno en respuesta al rhTGFB1 por cultivos de micromasa de AFC
fetales y adultos. Cada punto de datos representa 3 donantes de AFC fetales o adultos. Los datos se expresan
como media + SD. n=6-9 réplicas/condicién.

Figura 7: Efectos de TGFB y el CM de MPC sobre el contenido de hidroxiprolina en cultivos de micromasa de
AFC humanos adultos. Produccién de colageno en respuesta al rhTGFB1 o el CM de MPC por cultivos de
micromasa de AFC adultos de 3 donantes de AFC (A, B, C). Los datos se expresan como media + SD. n=3-8
réplicas/condicién. (D) Contenido de hidroxiprolina medio en los 3 lotes de AFC adultos. Significacién asighada
a p<0.05 (relativo al control del medio basal (0 ng/ml rhTGFB1)).

Figura 8: Niveles de TGFB1 en CM de MPC cultivadas en diferentes medios basales. Detecciéon de TGFB1 en
el CM de MPC medida por ELISA después del crecimiento en formulaciones de medios éptimas y subéptimas
para la generacion de CM. Barras oscuras=Medio basal condrogénico+0.5 % albimina de suero de bovino
(CBM 0.5+% BSA). Barras claras = EBM-2+0.5 % de BSA). Los datos se expresan como promedio de muestras
duplicadas. Todos los lotes de la MPC derivan de un Unico donante.

Figura 9: Niveles de TGFB1 detectados en el CM de MPC. La deteccién de TGFB1 requirié un tratamiento acido
de las muestras y, por lo tanto, las mediciones reflejan el TGFB1 total en CM. Los datos se expresan como
media = SD. n=18 lotes de las MPC derivados de 4 donantes diferentes.

Figura 10: Efectos del TGFB1 y el CM de MPC sobre la composicidén de la matriz de AFC humanos fetales (lote
4729) en cultivos de micromasa. (A) El producto de la MPC de 4 lotes se transfecté con ARNpi dirigido al TGFp1
o un control negativo codificado. Se muestran los niveles de TGFB1 en CM generados a partir de células
transfectadas. (B) Producciéon media de colageno por parte de las AFC fetales (lote 4729) en respuesta a CM
derivadas de la MPC no manipuladas o transfectadas con ARNpi. Los datos demuestran una inhibicién
significativa de la bioactividad del CM con ARNpi de TGFB1. Los datos se expresan como media + DE. n=18
CM normales (3-8 réplicas/CM) y las 4 MPC modificadas o transfectadas con ARNpi de TGFB1 (3
réplicas/condicién). Significaciéon asignada a p< 0.05 relativa al control basal no estimulado (*) o al control
codificado (+).

Figura 11: Anélisis de regresién de los niveles de TGFB1 en el CM de MPC contra Produccién de colageno de
AFC.

Figura 12: Secrecién de TGF-B1 por dos lotes de la MPC en funcién de la densidad de siembra celular inicial,
el tiempo y el operador. (A) Analisis del trascurso temporal de células sembradas a 25,000 células/cm? (B)
Analisis del trascurso temporal de células sembradas a 50,000 células/cm?.

Figura 13. Linealidad de las curvas estdndar de TGFB1 utilizando estandares de 3 lotes de kits de ELISA. (A)
Curvas estandar preparadas en diluyente de calibrador. (B) Curvas estédndar preparadas en CBM + 0.5 % de
BSA.

Figura 14. Comparacién de curvas estandar para el ensayo ELISA de TGFB1 preparado en diluyente de
calibrador y medio basal condrogénico (CBM) + 0.5 % de BSA. El efecto de la matriz se evalué comparando
curvas estandar preparadas en diluyente de calibrador y CBM + 0.5 % de BSA (analizadas en paralelo en las
mismas placas). Cada estandar se representé por duplicado y se realizaron dos experimentos independientes.
Las OD fueron ligeramente mas altas cuando los estandares se prepararon en CBM en comparacién con el
diluyente de calibrador, lo que indica la presencia de un efecto de matriz.

Descripcion de modos de realizacién
Técnicas generales y definiciones

A lo largo de toda esta memoria descriptiva, a menos que se indique especificamente lo contrario o el contexto
requiera lo contrario, la referencia a una sola etapa, composicion de materia, grupo de etapas o grupo de
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composiciones de materia se considerara que abarca uno y una pluralidad (es decir, uno 0 mas) de esas etapas,
composiciones de materia, grupo de etapas o grupo de composiciones de materia.

Los expertos en la técnica apreciaran que la descripcién descrita en el presente documento es susceptible de
variaciones y modificaciones distintas de las especificamente descritas. Se debe entender que la descripcion
incluye todas esas variaciones y modificaciones. La descripcién también incluye todas las etapas,
caracteristicas, composiciones y compuestos a los que se hace referencia o se indican en esta memoria
descriptiva, individual o colectivamente, y todas y cada una de las combinaciones o dos 0 més de dichas etapas
o caracteristicas.

Cualquier ejemplo descrito en el presente documento se considerara aplicable por analogia a cualquier otro
ejemplo a menos que se indique especificamente lo contrario.

A menos que se defina especificamente lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento se consideraran que tienen el mismo significado que cominmente entiende un experto
medio en la técnica (por ejemplo, en cultivo celular, genética molecular, diferenciacién de células madre,
inmunologia, inmunohistoquimica, quimica de proteinas y bioquimica).

A menos que se indique lo contrario, las células madre, el cultivo celular y las técnicas quirdrgicas utilizadas en
la presente descripcidn son procedimientos estandar, bien conocidos por los expertos en la técnica. Estas
técnicas se describen y explican a lo largo de toda la literatura en fuentes, tal como (Perbal, 1984) (Sambrook
y Green, 2012) (Brown, 1991) (Glover y Hames, 1995 y 1996) (Ausubel F. M., 1987 incluidas todas las
actualizaciones hasta el presente) (Harlow y Lane, 1988) y (Coligan, Kruisbeek, Margulies, Shevach y Strober,
1991 incluidas todas las actualizaciones hasta el presente).

El término "y/0", por ejemplo, "X y/o Y" se entenderd que significa "X e Y" 0 "X o Y" y se considerara que
proporciona apoyo explicito para ambos significados o para cualquiera de los significados.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término aproximadamente, a menos que se indique lo contrario,
se refiere a +/- 10 %, mas preferiblemente +/- 5 %, del valor designhado.

A lo largo de toda esta memoria descriptiva, la palabra "comprende", o variaciones tales como "comprende" o
"que comprende", se entendera que implican la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa, o grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas indicadas, pero no la exclusién de cualquier otro elemento, nimero
entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas.

Células precursoras de linaje mesenquimal

Como se utiliza en el presente documento, el término "células madre o precursoras de linaje mesenquimal’ se
refiere a células multipotentes indiferenciadas que tienen la capacidad de autorenovarse manteniendo la
multipotencia y la capacidad de diferenciarse en varios tipos de células, ya sea de origen mesenquimal, por
ejemplo, osteoblastos, condrocitos, adipocitos, células estromales, fibroblastos y tendones, o de origen no
mesodérmico, por ejemplo, hepatocitos, células neurales y células epiteliales.

El término "células madre o precursoras del linaje mesenquimal” incluye tanto a las células progenitoras como
a su progenie indiferenciada. El término también incluye células precursoras mesenquimales, células
estromales multipotentes, células madre mesenquimales, células precursoras mesenquimales perivasculares
y su progenie indiferenciada.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal pueden ser autélogas, xenogénicas, singénicas o
isogénicas. Las células autblogas se aislan del mismo individuo al que seran reimplantadas. Las células
alogénicas se aislan de un donante de la misma especie. Las células xenogénicas se aislan de un donante de
otra especie. Las células singénicas o isogénicas se aislan de organismos genéticamente idénticos, como
gemelos, clones o modelos animales de investigacién altamente endogémicos.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal residen principalmente en la médula ésea, pero
también se ha demostrado que estan presentes en diversos tejidos del huésped, incluidos, por ejemplo, la
sangre del corddn umbilical, la sangre periférica de adultos, el tejido adiposo, el hueso trabecular y la pulpa
dental.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal se pueden aislar de los tejidos del huésped y
enriquecer mediante la seleccién de células STRO-1+. Por ejemplo, un aspirado de médula ésea de un sujeto
puede ser tratado ademas con un anticuerpo contra STRO-1 o TNAP para permitir la seleccién de células
madre o precursoras del linaje mesenquimal. En un ejemplo, las células madre o precursoras del linaje
mesenquimal se pueden enriquecer mediante el uso del anticuerpo de STRO-1 descrito en (Simmons y Torok-
Storb, 1991).
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Las células STRO-1+ son células que se encuentran en la médula ésea, la sangre, las células de la pulpa
dental, el tejido adiposo, la piel, el bazo, el pancreas, el cerebro, el rifién, el higado, el corazén, la retina, los
foliculos pilosos, el intestino, los pulmones, los ganglios linfaticos, el timo, los huesos, los ligamentos, los
tendones, el musculo esquelético, la dermis y el periostio; y son capaces de diferenciarse en lineas germinales
como el mesodermo y/o el endodermo y/o el ectodermo. Por tanto, las células STRO-1+ son capaces de
diferenciarse en un gran numero de tipos de células, incluidos, entre otros, los tejidos adiposo, éseo,
cartilaginoso, elastico, muscular y conectivo fibroso. La via especifica de compromiso de linaje y diferenciacién
en la que ingresan estas células depende de diversas influencias mecanicas y/o factores bioactivos endégenos,
tales como factores de crecimiento, citocinas y/o condiciones microambientales locales establecidas por los
tejidos del huésped. El término "enriquecido" como se utiliza en el presente documento describe una poblacion
de células en la que la proporcién de un tipo de célula particular o la proporcién de una cantidad de tipos de
células particulares aumenta en comparacién con una poblacién de células no tratada (por ejemplo, células en
su entorno nativo). En un ejemplo, una poblacién enriquecida con células STRO-1+ comprende al menos
aproximadamente 0.1 % 00.5% 01 % 02% 05% 010% 015% 020% 025 % 030 % 050 % 0 75 % de
células STRO-1+. A este respecto, se tomara que el término "poblacién de células enriquecida con células
STRO-1+" proporciona apoyo explicito al término "poblacién de células que comprende X% de células STRO-
1+", en donde X% es un porcentaje como se cita en el presente documento. Las células STRO-1+ pueden, en
algunos ejemplos, formar colonias clonogénicas, por ejemplo, CFU-F (fibroblastos) o un subconjunto de las
mismas (por ejemplo, 50 % 0 60 % 0 70 % 0 70 % 0 90 % o0 95 %) pueden tener esta actividad.

En un ejemplo, la poblacidén de células se enriquece a partir de una preparacién celular que comprende células
STRO-1+ en una forma seleccionable. A este respecto, se entendera por el término "forma seleccionable”" que
las células expresan un marcador (por ejemplo, un marcador de superficie celular) que permite la seleccién de
las células STRO-1+. El marcador puede ser STRO-1, pero no es necesario. Por ejemplo, como se describe
y/o ejemplifica en el presente documento, las células (por ejemplo, MPC) que expresan STRO-2 y/o STRO-3
(TNAP) y/o STRO-4 y/o VCAM-1 y/o CD146 y/o 3G5 también expresan STRO-1 (y pueden ser STRO-1¥rilante)
Por consiguiente, una indicacién de que las células son STRO-1+ no significa que las células sean
seleccionadas por la expresién de STRO-1. En un ejemplo, las células se seleccionan basandose al menos en
la expresién de STRO-3, por ejemplo, son STRO-3+ (TNAP+).

La referencia a la seleccidén de una célula o poblacidén de la misma no requiere necesariamente la seleccién de
una fuente de tejido especifica. Como se describe en el presente documento, las células STRO-1+ pueden
seleccionarse, aislarse o enriquecerse a partir de una gran variedad de fuentes. Dicho esto, en algunos
ejemplos, estos términos brindan respaldo para la seleccién de cualquier tejido que comprenda células STRO-
1+ o tejido vascularizado o tejido que comprenda pericitos (por ejemplo, pericitos STRO-1+) o cualquiera de
los tejidos citados en el presente documento.

En un ejemplo, las células madre o precursoras del linaje mesenquimal de la descripciéon expresan uno o mas
marcadores seleccionados individual o colectivamente del grupo que consiste en TNAP+, VCAM-1+, THY-1+,
STRO-2+, STRO-4+ (HSP-90B), CD45+, CD146+, 3G5+.

Por "individualmente" se entiende que la descripcién abarca los marcadores o grupos de marcadores
enumerados por separado y que, a pesar de que los marcadores individuales o grupos de marcadores no se
pueden enumerar por separado en el presente documento, las reivindicaciones adjuntas pueden definir dichos
marcadores o grupos de marcadores por separado y de manera indivisible entre si.

Por "colectivamente" se entiende que la descripcién abarca cualquier nimero o combinacién de los marcadores
o grupos de péptidos citados, y que, a pesar de que dichos nimeros 0 combinaciones de marcadores o grupos
de marcadores pueden no estar especificamente enumerados en el presente documento, las reivindicaciones
adjuntas pueden definir dichas combinaciones o subcombinaciones por separado y de manera indivisible de
cualquier otra combinacién de marcadores o grupos de marcadores.

En un ejemplo, las células STRO-1+ son STRO-1brlante (gin. STRO-1°"). En un ejemplo, las células STRO-1°"
se enriguecen preferentemente con respecto a las células STRO-1t"e o STRO-1intermedio

En un ejemplo, las células STRO-1"Mante gon ademas una o mas de TNAP+, VCAM-1+, THY-1+ STRO-2+,
STRO-4+(HSP-90B) y/o CD146+. Por ejemplo, las células se seleccionan para uno o méas de los marcadores
anteriores y/o se muestra que expresan uno o mas de los marcadores anteriores. A este respecto, no es
necesario probar especificamente una célula que demuestre que expresa un marcador, sino que se pueden
analizar células previamente enriquecidas o aisladas y utilizarlas posteriormente; se puede asumir
razonablemente que las células aisladas o enriquecidas también expresan el mismo marcador.

En un ejemplo, las células STRO-1Pante son células precursoras mesenquimales perivasculares como se
define en el documento WO 2004/85630, caracterizado por la presencia del marcador perivascular 3G5.

Una célula considerada "positiva" para un marcador determinado puede expresar un nivel bajo (baj. o tenue) o
alto (brillante, bri.) de ese marcador dependiendo del grado en que el marcador esté presente en la superficie
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celular, donde los términos se relacionan con la intensidad de la fluorescencia u otro marcador utilizado en el
proceso de clasificacién de las células. La distincion entre baj. (o tenue u opaco) y bri. se entendera en el
contexto del marcador utilizado en una poblacién celular particular que se esté clasificando. Una célula
considerada "negativa" para un marcador determinado no necesariamente esta completamente ausente de esa
célula. Este término significa que el marcador se expresa en un nivel relativamente muy bajo por esa célula y
que genera una sefial muy baja cuando esta marcado de forma detectable o es indetectable por encima de los
niveles de fondo, por ejemplo, los niveles detectados utilizando un anticuerpo de control de isotipo.

El término "brillante" o bri. como se utiliza en el presente documento, se refiere a un marcador en una superficie
celular que genera una sefial relativamente alta cuando esta marcado de manera detectable. Sin querer
limitarnos a la teoria, se propone que las células "brillantes" expresan mas proteina marcadora objetivo (por
ejemplo, el antigeno reconocido por un anticuerpo de STRO-1) que otras células de la muestra. Por ejemplo,
las células STRO-1°" producen una mayor sefial fluorescente, cuando se etiquetan con un anticuerpo de
STRO-1 conjugado con FITC, segln lo determinado por el anélisis de clasificacién de células activadas por
fluorescencia (FACS), que las células no brillantes (STRO-1oPacoftenue) En yn ejemplo, las células madre o
precursoras del linaje mesenquimal se aislan de la médula 6sea y se enriquecen mediante la selecciéon de
células STRO-1+. En este ejemplo, las células "brillantes" constituyen al menos aproximadamente el 0.1 % de
las células mononucleares de médula ésea marcadas con mayor brillo contenidas en la muestra inicial. En
otros ejemplos, las células "brillantes" constituyen al menos aproximadamente el 0.1 %, al menos
aproximadamente el 0.5 %, al menos aproximadamente el 1 %, al menos aproximadamente el 1.5 % o al menos
aproximadamente el 2 % de las células mononucleares de médula 6sea marcadas mas brillantemente
contenidas en la muestra de partida. En un ejemplo, las células STRO-12 tienen una expresion de superficie
de STRO-1 mas de 2 magnitudes logaritmicas que el "fondo", es decir, las células que son STRO-1-. En
comparacion, las células STRO-1te y/o STRO-1inermedio tianen una expresion de superficie de STRO-1 menos
de 2 magnitudes logaritmicas mayores, tipicamente alrededor de 1 logaritmica o0 menos que el "fondo".

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TNAP" pretende abarcar todas las isoformas de la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido. Por ejemplo, el término abarca la isoforma del higado (LAP), la
isoforma del hueso (BAP) y la isoforma del rifién (KAP). En un ejemplo, el TNAP es BAP. En un ejemplo, TNAP
se refiere a una molécula que puede unirse al anticuerpo de STRO-3 producido por la linea celular de hibridoma
depositada en la ATCC el 19 de diciembre de 2005 segun las disposiciones del Tratado de Budapest con el
ndmero de acceso al depésito PTA-7282.

Ademas, en un ejemplo, las células STRO-1+ son capaces de dar lugar a CFU-F clonogénicas.

En un ejemplo, una proporcién significativa de las células STRO-1+ son capaces de diferenciarse en al menos
dos lineas germinales diferentes. Los ejemplos no limitantes de los linajes a los que se pueden comprometer
las células incluyen células precursoras dseas; progenitores de hepatocitos, que son multipotentes para las
células epiteliales del conducto biliar y los hepatocitos; células neuronales restringidas, que pueden generar
precursores de células gliales que progresan a oligodendrocitos y astrocitos; precursores neuronales que
progresan a neuronas; precursores de musculo cardiaco y cardiomiocitos, lineas de células beta pancreaticas
secretoras de insulina sensibles a la glucosa. Otros linajes incluyen, pero no se limitan a, odontoblastos, células
productoras de dentina y condrocitos, y células precursoras de los siguientes: células epiteliales del pigmento
de la retina, fibroblastos, células de la piel como queratinocitos, células dendriticas, células del foliculo piloso,
células epiteliales del conducto renal, células del masculo liso y esquelético, progenitores testiculares, células
endoteliales vasculares, tendén, ligamento, cartilago, adipocito, fibroblasto, estroma medular, musculo
cardiaco, musculo liso, mlsculo esquelético, pericito, células vasculares, epiteliales, gliales, neuronales,
astrocitos y oligodendrocitos.

En un ejemplo, las células madre o precursoras del linaje mesenquimal son MSC. Las MSC pueden ser una
composicién homogénea o pueden ser una poblacién celular mixta enriquecida en las MSC. Se pueden obtener
composiciones homogéneas de las MSC cultivando células periésticas o de médula ésea adherentes, y las
MSC se pueden identificar mediante marcadores de superficie celular especificos que se identifican con
anticuerpos monoclonales Unicos. Un método para obtener una poblacién celular enriquecida en las MSC se
describe, por ejemplo, en la patente estadounidense 5486359. Fuentes alternativas de las MSC incluyen, entre
otras, sangre, piel, sangre del cordén umbilical, musculo, grasa, hueso y pericondrio.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal aisladas o enriquecidas se pueden expandir en
laboratorio por cultivo. Como apreciaran los expertos en la técnica, las células madre o precursoras del linaje
mesenquimal aisladas o enriquecidas se pueden criopreservar, descongelar y posteriormente expandir en
laboratorio por cultivo.

En un ejemplo, las células madre o precursoras del linaje mesenquimal aisladas, enriquecidas o cultivadas se
sembraron a 50,000 células viables/cm? en un medio de cultivo suplementado con suero, por ejemplo, medio
esencial minimo alfa (dMEM) suplementado con 10 % de suero de feto de bovino (FBS) y glutamina, y se dej6
adherir al recipiente de cultivo durante la noche a 37 °C, 20 % de O,. Posteriormente, el medio de cultivo se
reemplazé con medio basal condrogénico (CBM; Lonza, Walkersville, MD) suplementado con 0.5 % de
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albumina de suero de bovino (BSA) y las células se cultivaron durante 68 a 72 horas mas a 37 °C, 5 % de O;
antes de determinar la cantidad de TGF1 liberada por las células en el medio de cultivo.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal cultivadas son fenotipicamente diferentes a las células
en un ser vivo. Por ejemplo, en un modo de realizacién expresan uno o mas de los siguientes marcadores,
CD44, NG2, DC146 y CD140b.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal cultivadas son biolégicamente diferentes a las células
en un ser vivo, que tienen una tasa de proliferacién més alta en comparacién con las células en gran medida
no ciclicas (quiescentes) en un ser vivo.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal pueden criopreservarse antes de su administracién a
un sujeto.

Determinacién de la cantidad de niveles de TGFp1

La presente descripcién contempla cualquier forma de ensayo, incluyendo Western blot, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayo inmunoabsorbente ligado a fluorescencia (FLISA),
ensayo de competencia, radioinmunoensayo, inmunoensayo de flujo lateral, inmunoensayo de flujo continuo,
ensayo electroquimioluminiscente, ensayos basados en nefelometria, ensayo basado en turbidometria,
ensayos basados en clasificaciéon de células activadas por fluorescencia (FACS) para la deteccion de TGFB1
en medio de cultivo utilizado para cultivar células precursoras o de linaje mesenquimal, y resonancia de
plasmén de superficie (SPR o Biacore).

Una forma de ensayo adecuado es, por ejemplo, un ELISA o FLISA.

En una forma, dicho ensayo implica inmovilizar una proteina de unién al TGFB1 sobre una matriz sélida, tal
como, por ejemplo, un micropocillo 0 una tira reactiva de poliestireno o policarbonato, una membrana o un
soporte de vidrio (por ejemplo, un portaobjetos de vidrio). Luego, una muestra de prueba se pone en contacto
directo con la proteina de unién al TGFB1 y el TGFB1 en la muestra se une o captura. Después del lavado para
eliminar cualquier proteina no unida en la muestra, una proteina que se une al TGFB1 en un epitopo distinto se
pone en contacto directo con el TGFB1 capturado. Esta proteina detectora generalmente estd marcada con
una molécula indicadora detectable, como, por ejemplo, una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rbano
picante (HRP)), fosfatasa alcalina (AP) o B-galactosidasa) en el caso de un ELISA o un fluoréforo en el caso de
un FLISA. Alternativamente, se puede utilizar una segunda proteina marcada que se una a la proteina
detectora. Después del lavado para eliminar cualquier proteina no unida, la molécula reportera detectable se
detecta mediante la adiciéon de un sustrato en el caso de un ELISA, como, por ejemplo, peréxido de hidrégeno,
TMB o toluidina, o 5-bromo-4-cloro-3-indol-beta-D-galactopiranésido (x-gal). Por supuesto, la proteina
inmovilizada (de captura) y la proteina detectora pueden utilizarse de manera opuesta.

Luego se determina el nivel del antigeno en la muestra utilizando una curva estandar que se ha elaborado
utilizando cantidades conocidas del marcador o por comparacién con una muestra de control.

Los ensayos descritos anteriormente se pueden modificar facilmente para utilizar la quimioluminiscencia o la
electroquimioluminiscencia como base para la deteccion.

Como sera evidente para el experto en la técnica, otros métodos de deteccién basados en un ensayo
inmunoabsorbente son Utiles en la realizacién de la presente descripcién. Por ejemplo, un método
inmunoabsorbente basado en la descripcién anterior que utiliza una radioetiqueta para la deteccion, o una
etiqueta de oro (por ejemplo, oro coloidal) para la deteccién, o un liposoma, por ejemplo, que encapsula NAD+
para la deteccién o un ensayo inmunoabsorbente ligado a acridinio.

En algunos ejemplos de la descripcién, el nivel de TGFB1 se determina utilizando un detector de resonancia
de plasmon de superficie (por ejemplo, BlAcore™, GE Healthcare, Piscataway, N.J.), un dispositivo de flujo
continuo (por ejemplo, como se describe en la patente estadounidense 7205159), un dispositivo de micro o
nanoinmunoensayo (por ejemplo, como se describe en la patente estadounidense 7271007), un dispositivo de
flujo lateral (por ejemplo, como se describe en la publicacién estadounidense 20040228761 o la publicacién
estadounidense 20040265926), un inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia (FPIA, por ejemplo, como
se describe en la patente estadounidense 4593089 o la patente estadounidense 4751190), o un ensayo
inmunoturbidimétrico (por ejemplo, como se describe en la patente estadounidense 5571728 o la patente
estadounidense 6248597).

Composiciones y administracion

Se puede preparar una composicién que comprende células madre o precursoras del linaje mesenquimal en
un portador farmacéuticamente aceptable. El término "portador farmacéuticamente aceptable" como se utiliza
en el presente documento se refiere a composiciones de materia que facilitan el almacenamiento, la
administracién y/o mantienen la actividad biol6gica del precursor del linaje mesenquimal o de las células madre.
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En un ejemplo, el portador no produce un efecto adverso local o sistémico significativo en el receptor. El
portador farmacéuticamente aceptable puede ser sdélido o liquido. Ejemplos Utiles de portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, diluyentes, solventes, surfactantes, excipientes,
agentes de suspensién, agentes tampén, agentes lubricantes, adyuvantes, vehiculos, emulsionantes,
absorbentes, medios de dispersién, recubrimientos, estabilizadores, coloides protectores, adhesivos,
espesantes, agentes tixotropicos, agentes de penetracién, agentes secuestrantes, andamiajes, agentes
isoténicos y retardantes de la absorcién que no afectan la viabilidad y actividad del precursor del linaje
mesenquimal o de las células madre. La seleccién de un portador adecuado es competencia de los expertos
en la técnica.

Portadores farmacéuticos adecuados incluyen, entre otros, hialuronano, hialuronano modificado quimicamente,
solucién salina, soluciéon salina tamponada con fosfato, sulfato de condroitina, glucosamina, manosamina,
proteoglicano, fragmentos de proteoglicano, quitina, quitosano u otro material polisacarido o polimérico.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal también pueden incorporarse o incrustarse dentro de
los andamiajes. Andamiajes adecuados incluyen, entre otros, andamiajes biol6gicos y degradables. Los
andamiajes biodegradables naturales incluyen, entre otros, andamiajes de colageno, fibronectina y laminina.
Los andamiajes biodegradables sintéticos incluyen, entre otros, andamiajes de acido poliglicdlico (por ejemplo,
como se describe en (Vacanti, Morse y Saltzman, 1988) (Cima, Ingber, Vacanti y Langer, 1991) (Vacanti, Langer,
Schloo y Vacanti, 1991)), polimeros sintéticos tales como, por ejemplo, polianhidridos, poliortoésteres y acido
polilactico; y esponjas reabsorbibles de gelatina tales como, por ejemplo, Gelform™ (Pfizer).

Las composiciones de la descripcién pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacidén unitaria
y pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica. El término "forma
unitaria de dosificacién" como se utiliza en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosis unitarias para los sujetos a tratar, cada unidad que contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico o profilactico deseado en
asociacién con el portador farmacéutico. La dosis de células madre o precursoras del linaje mesenquimal puede
variar segun factores como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del sujeto a tratar.

Las dosis de ejemplo incluyen al menos aproximadamente 1 x 108 células. Por ejemplo, una dosis puede
comprender entre aproximadamente 1.0 x 10° hasta aproximadamente 1 x 10" células, por ejemplo, entre
aproximadamente 1.1 x 108 hasta aproximadamente 1 x 10° células, por ejemplo, entre aproximadamente 1.2
x 10® hasta aproximadamente 1 x 10® células, por ejemplo, entre aproximadamente 1.3 x 10° hasta
aproximadamente 1 x 107 células, por ejemplo, entre aproximadamente 1.4 x 108 hasta aproximadamente 9 x
108 células, por ejemplo, entre aproximadamente 1.5 x 10° hasta aproximadamente 8 x 10° células, por ejemplo,
entre aproximadamente 1.6 x 108 hasta aproximadamente 7 x 10° células, por ejemplo, entre aproximadamente
1.7 x 10° hasta aproximadamente 6 x 10° células, por ejemplo, entre aproximadamente 1.8 x 108 hasta
aproximadamente 5 x 108 células, por ejemplo, entre aproximadamente 1.9 x 108 hasta aproximadamente 4 x
108 células, por ejemplo, entre aproximadamente 2 x 10° hasta aproximadamente 3 x 10° células.

En un ejemplo, la dosis comprende entre aproximadamente 5 x 10° hasta 2 x 107 células, por ejemplo, entre
aproximadamente 6 x 108 células a aproximadamente 1.8 x 107 células. La dosis puede ser, por ejemplo, de
aproximadamente 6 x 10° células o aproximadamente 1.8 x 107 células.

Las células madre o precursoras del linaje mesenquimal comprenden al menos aproximadamente el 5 %, al
menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %,
al menos aproximadamente el 25 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 35 %,
al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 45 %, al menos aproximadamente el 50 %,
al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %,
al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %,
al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %
de la poblacién celular de la composicién.

Las composiciones de la descripciébn pueden criopreservarse. La criopreservacién de células madre o
precursoras del linaje mesenquimal se puede llevar a cabo utilizando métodos de enfriamiento a velocidad lenta
o protocolos de congelacidn "répida" conocidos en la técnica. Preferiblemente, el método de criopreservacion
mantiene fenotipos similares, marcadores de superficie celular y tasas de crecimiento de las células
criopreservadas en comparacién con las células no congeladas.

La composicién criopreservada puede comprender una soluciéon de criopreservacion. El pH de la solucién de
criopreservacion suele ser de 6.5 a 8, preferiblemente 7.4.

La solucién de criopreservacién puede comprender una solucién isoténica estéril, no pirogénica, tal como, por
ejemplo, PlasmaLyteA™. 100 ml de PlasmalyteA™ contienen 526 mg de cloruro de sodio, USP (NaCl); 502 mg
de gluconato de sodio (CeH11NaO7); 368 mg de acetato de sodio trihidrato, USP (CoH3NaO2+3H0); 37 mg de
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cloruro de potasio, USP (KCI); y 30 mg de cloruro de magnesio, USP (MgCl»*6H>O). No contiene agentes
antimicrobianos. El pH se ajusta con hidréxido de sodio. El pH es 7.4 (6.5 a 8.0).

La solucién de criopreservacién puede incluir Profreeze™. La solucion de criopreservacion puede comprender
adicional o alternativamente un medio de cultivo, por ejemplo, aMEM.

Para facilitar la congelacién, normalmente se afiade a la solucién de criopreservacién un crioprotector como,
por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO). Lo ideal es que el crioprotector no sea toéxico para las células ni los
pacientes, no sea antigénico, sea quimicamente inerte, proporcione una alta tasa de supervivencia después de
la descongelacién y permita el trasplante sin lavado. Sin embargo, el crioprotector mas utilizado, DMSO,
muestra cierta citotoxicidad. El almidén hidroxietilado (HES) se puede utilizar como sustituto o en combinacién
con DMSO para reducir la citotoxicidad de la solucién de criopreservacion.

La solucidn de criopreservacién puede comprender uno o més de DMSO, almidén hidroxietilado, componentes
de suero humano y otros agentes de relleno de proteinas. En un ejemplo, la solucién criopreservada comprende
aproximadamente un 5 % de albimina de suero humano (HSA) y aproximadamente un 10 % de DMSO. La
solucién de criopreservacién puede comprender ademas uno o mas de metilcelulosa, polivinilpirrolidona (PVP)
y trehalosa.

En un modo de realizacién, las células se suspenden de 42.5 % de Profreeze™/50 % de aMEM/7.5 % de DMSO
y enfriado en un congelador de velocidad controlada.

La composicidn criopreservada puede descongelarse y administrarse directamente al sujeto o afiadirse a otra
solucién, por ejemplo, que comprende HA. Alternativamente, la composicién criopreservada se puede
descongelar y las células madre o precursoras del linaje mesenquimal se pueden volver a suspender en un
portador alternativo antes de la administracién.

Las composiciones de la descripcién se pueden administrar mediante una via que sea adecuada para el estado
de enfermedad particular que se va a tratar. Por ejemplo, las composiciones de la descripcién se pueden
administrar por via sistémica, es decir, por via parenteral, intravenosa o mediante inyeccién. Las composiciones
de la descripcion pueden estar dirigidas a un tejido u 6rgano en particular.

Los regimenes de dosificacién pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por
ejemplo, se puede administrar un Unico bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del tiempo
0 se puede reducir o aumentar la dosis proporcionalmente segln lo indiquen las exigencias de la situacién
terapéutica. Puede ser ventajoso formular composiciones parenterales en forma de dosificacién unitaria para
facilitar la administracién y uniformidad de la dosis.

En algunos modos de realizacién, puede no ser necesario o deseable inmunosuprimir a un paciente antes de
iniciar la terapia con composiciones celulares. De hecho, el trasplante de células STRO-1+ alogénicas en ovejas
fue bien tolerado en ausencia de inmunosupresién. Sin embargo, en otros casos puede ser deseable o
apropiado inmunosuprimir farmacolégicamente a un paciente antes de iniciar la terapia celular. Esto puede
lograrse mediante el uso de agentes inmunosupresores sistémicos o locales, o puede lograrse administrando
las células en un dispositivo encapsulado. Las células pueden estar encapsuladas en una cépsula que es
permeable a los nutrientes y al oxigeno, requeridos por la célula y los factores terapéuticos, pero es
impermeable a los factores humorales inmunes y a las células. Preferiblemente, el encapsulante es
hipoalergénico, se sitla de manera facil y estable en un tejido objetivo y proporciona proteccién adicional a la
estructura implantada. Estos y otros medios para reducir o eliminar una respuesta inmune a las células
trasplantadas son conocidos en la técnica. Como alternativa, las células pueden modificarse genéticamente
para reducir su inmunogenicidad.

Se apreciara que las células madre o precursoras del linaje mesenquimal pueden administrarse con otros
farmacos o moléculas biolégicas beneficiosas (factores de crecimiento, factores tréficos). Cuando se
administran con otros agentes, pueden administrarse juntos en una Unica composicién farmacéutica o en
composiciones farmacéuticas separadas, simultdnea o secuencialmente con los otros agentes (ya sea antes o
después de la administraciéon de los otros agentes). Los factores bioactivos que pueden coadministrarse
incluyen agentes antiapoptéticos (por ejemplo, EPO, mimeticuerpo de EPO, TPO, IGF-l e IGF-Il, HGF,
inhibidores de caspasa); agentes antiinflamatorios (por ejemplo, inhibidores de MAPK p38, inhibidores de TGF-
beta, estatinas, inhibidores de IL-6 e IL-1, PEMIROLAST™, TRANILAST™, REMICADE™, SIROLIMUS™, y
medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINE) tales como TEPOXALINA™, TOLMETIN™,
SUPROFENO™); agentes inmunosupresores/inmunomoduladores (por ejemplo, inhibidores de la calcineurina
como ciclosporina, tacrolimus); inhibidores de mTOR (por ejemplo, SIROLIMUS™, EVEROLIMUS™);
antiproliferativos (por ejemplo, azatioprina, micofenolato mofetilo); corticosteroides (por ejemplo, prednisolona,
hidrocortisona); anticuerpos como anticuerpos monoclonales anti-receptor IL-2Ralfa (por ejemplo, basiliximab,
daclizumab), anticuerpos policlonales anti-células T (por ejemplo, globulina anti-timocito (ATG); globulina anti-
linfocito (ALG); anticuerpo de célula anti-T monoclonal OKT3)); agentes antitrombogénicos (por ejemplo,
heparina, derivados de heparina, uroquinasa, PPack (dextrofenilalanina prolina arginina clorometilcetona),
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compuestos antitrombina, antagonistas del receptor plaquetario, anticuerpos antitrombina, anticuerpos
antirreceptor plaquetario, aspirina, dipiridamol, protamina, hirudina, inhibidores de prostaglandina e inhibidores
plaquetarios); y antioxidantes (por ejemplo, probucol, vitamina A, acido ascérbico, tocoferol, coenzima Q-10,
glutation, L-cisteina, N-acetilcisteina), asi como anestésicos locales.

Tratamiento de la enfermedad degenerativa del disco

Cualquiera de las referencias a métodos de tratamiento en esta descripciéon debe interpretarse como referencia
a compuestos, composiciones, composiciones farmacéuticas y medicamentos descritos en el presente
documento para su uso en métodos de tratamiento en un sujeto, incluidos los seres humanos.

El disco intervertebral (IVD) es una unidad funcional que conecta los cuerpos vertebrales de la columna y es
responsable de la absorcién de impactos y la movilidad de la unidad espinal (Raj, 2008). Esta compuesto por
un nulcleo pulposo central (NP) y un anillo fibroso periférico (AF), y esta separado de los cuerpos vertebrales
por dos placas terminales cartilaginosas (EP) (figura 1). El NP forma el nucleo interno gelatinoso del IVD.
Comprende una malla irregular de fibras de colageno tipo Il junto con grandes cantidades del proteoglicano
agrecano que, con su alto contenido de glicosaminoglicanos (GAG) aniénicos y la unién del agua, proporciona
viscoelasticidad, rigidez y resistencia a la compresion del tejido (Watanabe, Yamada y Kimata, 1998). EI AF se
subdivide en AF externo, que esta formado por ldminas diferenciadas, compuestas de fibras de coladgeno tipo |
orientadas oblicuamente entre cada lamina (Marchand y Ahmed, 1990) y un AF interno menos fibroso y menos
organizado, caracterizado por una transicién a coldgeno tipo Il y un mayor contenido de proteoglicanos
(Humzah y Soames, 1988). Esta arquitectura permite que el AF restrinja las presiones hidrostaticas generadas
dentro del NP tras la compresién, lo que facilita la movilidad entre los segmentos espinales (Guerin y Elliott,
2007) (Schmidt, Kettler, Heuer, Simon, Claes y Wilke, 2007). Con excepciéon del AF mas externo, el IVD es
aneural (Roberts, Eisenstein, Menage, Evans y Ashton, 1995) y estd practicamente desprovisto de vasos
sanguineos (Crock y Goldwasser, 1984) y, por consiguiente, depende de la difusién a través del EP para el
suministro de nutrientes y oxigeno (Urban, Smith y Fairbank, 2004). La homeostasis del IVD como unidad
requiere el funcionamiento 6ptimo de las 3 estructuras y el deterioro de una o0 més de estas estructuras puede
conducir a la degeneracién del 1VD.

La integridad del IVD se mantiene mediante un delicado equilibrio de la actividad de las citocinas, los factores
de crecimiento, las enzimas y los inhibidores de enzimas, de manera paracrina y/o autocrina, que regulan
colectivamente el equilibrio entre la sintesis/aposicién y la degradacion de la matriz extracelular (ECM).

En la degeneracién del IVD, la perturbacién de este delicado equilibrio se desencadena por multiples factores
etiolégicos (tales como el envejecimiento, la infeccién, el tabaquismo, la disposicién genética, la carga
biomecanica anormal o el estado nutricional del IVD) (Roberts, Evans, Trivedi y Menage, 2006) (Cheung, et al,,
2009). Aunque no es necesariamente el sitio primario del defecto, los cambios histopatoldgicos se observan
primero en el NP con evidencia de una mayor degradacién de la ECM, una sintesis de matriz alterada (que
consiste principalmente en un cambio de la produccién de colageno tipo Il a la produccién de colageno tipo | y
una disminucién de la sintesis de agrecano) y pérdida de células a través de la apoptosis y una replicacién en
el lugar de células supervivientes para formar grupos (Adams y Roughley, 2006) (Johnson y Roberts, 2007) (Le
Maitre, Pockert, Buttle, Freemont y Hoyland, 2007). La consiguiente pérdida de presién de hinchamiento en el
NP conduce a una pérdida del equilibrio normal de fuerzas entre el NP y el AF y a la extensién del proceso
degenerativo al AF, lo que da como resultado microtraumatismos (“desgarros”) que permiten que los vasos
sanguineos y los nervios tengan una ruta hacia el IVD (Hilton y Ball, 1984), lo que lleva a una generacién de
dolor asociado con la enfermedad degenerativa del disco.

Independientemente del evento iniciador especifico, se cree que la degeneracion del IVD esta mediada por la
sintesis y secrecién anormales de moléculas proinflamatorias tanto por las células de NP (NPC) y las células
de AF (AFC) enddgenas como por células no residentes del sistema inmunolégico, como los macréfagos y las
células de T (revisado por (Freemont, 2009) (Risbud y Shapiro, 2014)). Los mediadores proinflamatorios
secretados de la degeneracién del disco incluyen el factor de necrosis tumoral a (TNFa), la interleucina (IL)-18,
IL-6, IL-17 e IL-17, ademas de varias quimiocinas (Risbud y Shapiro, 2014) (Seguin, Pilliar, Roughley y Kandel,
2005) (Le Maitre, Hoyland y Freemont, 2007) (Shamiji, et al., 2010) (Purmessur, Walter, Roughley, Laudier,
Hecht y latridis, 2013), entre las cuales las funciones del TNFa y la IL-1 son las mas ampliamente estudiadas.
Ambas citocinas inducen la regulacién positiva de los genes implicados en la degradacién de la ECM (Le Maitre,
Hoyland y Freemont, 2007) (Le Maitre, Freemont y Hoyland, 2005) (Le Maitre, Hoyland y Freemont, 2007).
Tanto la IL-1B como su receptor se regulan positivamente en el tejido IVD degenerado (Le Maitre, Hoyland y
Freemont, 2007) (Le Maitre, Hoyland y Freemont, 2007), mientras que la expresién de TNFa también se ha
visto implicada en el crecimiento y la irritacién de las neuritas (Murata, Onda, RyDevik, Takahashi y Olmarker,
2006) (Wang, Markova, Anderson, Zheng, Shapiro y Risbud, 2011).

En un modo de realizacién, se inyectan células madre o precursoras del linaje mesenquimal en un NP para
restaurar las propiedades mecanicas y/o fisiolégicas normales de un disco intervertebral dafiado.
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Se contemplan numerosos materiales biolégicos y sintéticos para la coinyeccién con el precursor del linaje
mesenquimal o células madre en un NP. Por ejemplo, uno o mas glicosaminoglicanos (GAG) o
mucopolisacaridos naturales o sintéticos, tales como, por ejemplo, hialuronano (acido hialurénico; HA), sulfato
de condroitin, sulfato de dermatéan, sulfato de queratina, heparina, sulfato de heparina, sulfato de
galactosaminoglicano (GGGS), incluidas sus sales fisiolégicas, pueden inyectarse directamente en el NP. Se
ha sugerido que el HA desempefia una funcién en la estimulacién de la sintesis endégena de HA por las células
sinoviales y la sintesis de proteoglicanos por los condrocitos, inhibe la liberacion de enzimas
condrodegradativas y actiia como eliminador de radicales libres de oxigeno que se sabe que participan en el
deterioro del cartilago. También se ha demostrado que las inyecciones de sulfato de condroitina y glucosamina
bloquean la progresiéon de la degeneraciéon del cartilago articular. Podria decirse que otros GAG pueden
proporcionar propiedades protectoras o restauradoras similares que tienen valor terapéutico, lo que los
convierte en candidatos ideales para inyeccidén en un disco sometido a una DDD. Otra propiedad valiosa de los
GAG es su fuerte capacidad para atraer y retener agua. Por lo tanto, puede ser apropiado mezclar GAG con
agua u otros materiales acuosos para formar un gel viscoso que luego puede inyectarse en el espacio creado
a partir de la aspiracidén de una NP o, alternativamente, afiadirse a una NP existente como suplemento. De este
modo se pueden formar "hidrogeles" naturales capaces de rellenar el espacio en tres dimensiones y actuar
como materiales de relleno que resisten el aplastamiento y permiten que un disco absorba adecuadamente el
impacto asociado al movimiento.

Geles hialurénicos sintéticos tales como, por ejemplo, Euflexxa®, (Ferring Pharmaceuticals) o Restylane™. (Q-
Med Aktiebolag Co., Suecia) también son adecuados para su uso.

Ejemplos de otros materiales sintéticos inyectables que pueden usarse para la coadministracién incluyen
silicona de grado médico, Bioplastique™ (particulas soélidas de silicona suspendidas en un soporte de
polivinilpirrolidona; Uroplasty BV, Paises Bajos), Arteplast™ (microesferas de polimetilmetacrilato (PMMA)
suspendidas en un soporte de gelatina; Artcs Medical, EE. UU.), Artecoll™ (esferas lisas de PMMA suspendidas
en un soporte de cartilago de bovino; Artepharma Pharmazeu Tische, GMBH Co., Alemania). Ademas, se
pueden emplear composiciones de hidrogel sintético como material de relleno para restaurar la forma normal
de un disco, restaurando por tanto las funciones biomecanicas normales.

Los antioxidantes que tienen propiedades condroprotectoras conocidas también son candidatos para ser
inyectados en el NP. Algunos ejemplos de estos incluyen tocoferol (vitamina E), superéxido dismutasa (SOD),
ascorbato (vitamina C), catalasa y otros. Ademas, en el presente documento también se contemplan derivados
anfifilicos de alginato de sodio y similares para inyecciéon. Ademas, la proteina osteogénica recombinante-1
(OP-1) es una buena candidata para inyeccién debido a su capacidad para promover la formacién de una matriz
rica en proteoglicanos por parte de las NPC y las AFC.

También se contempla el uso de inyectables sintéticos. Estos son particularmente aplicables a situaciones
donde el objetivo principal es restaurar la funcién biomecanica de un disco.

El HA solo o en combinacién con otros GAG se puede utilizar como transportador para administrar células
madre o precursoras del linaje mesenquimal. La concentracién y la viscosidad de la composicién de HA/GAG
se pueden determinar de forma rutinaria. En un modo de realizacién, la composicién comprende al menos
aproximadamente 0.5 % de HA o sal de HA. Por ejemplo, una poblacién de células que comprende células
madre o precursoras del linaje mesenquimal podria suspenderse en Euflexxa™ (1 de % hialuronato de sodio)
en proporcién 1:1.

En otro ejemplo, el precursor del linaje mesenquimal o las células madre pueden administrarse mezclados con
pegamento de fibrina. El término "pegamento de fibrina" tal como se utiliza en el presente documento se refiere
a la matriz insoluble formada por la reticulaciéon de polimeros de fibrina en presencia de iones de calcio. El
pegamento de fibrina puede formarse a partir de fibrinégeno, o un derivado o metabolito del mismo, fibrina
(mondmeros o polimeros solubles) y/o complejos de los mismos derivados de tejido o fluido bioldgico que forma
una matriz de fibrina. Alternativamente, el pegamento de fibrina puede formarse a partir de fibrinégeno, o un
derivado o metabolito del mismo, o fibrina, producida mediante tecnologia de ADN recombinante.

El pegamento de fibrina también puede formarse mediante la interaccién del fibrindgeno y un catalizador de la
formacién de pegamento de fibrina (tal como la trombina y/o el factor XlII). Como comprenderén los expertos
en la técnica, el fibrindgeno se escinde proteoliticamente en presencia de un catalizador (como la trombina) y
se convierte en un mondémero de fibrina. Los monémeros de fibrina pueden entonces formar polimeros que
pueden reticularse para formar una matriz de pegamento de fibrina. La reticulaciéon de los polimeros de fibrina
puede mejorarse mediante la presencia de un catalizador tal como el factor XllI. El catalizador de la formacién
del pegamento de fibrina puede derivar del plasma sanguineo, crioprecipitado u otras fracciones de plasma
que contengan fibrinégeno o trombina. Alternativamente, el catalizador puede producirse mediante tecnologia
de ADN recombinante.

La combinacién de fibrin6geno con trombina conduce a la formacién de coagulos. La velocidad a la que se
forma el coagulo depende de la concentracién de trombina mezclada con fibrin6geno. Al ser una reaccién
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dependiente de enzimas, cuanto mayor sea la temperatura (hasta 37 °C) mas répida seré la tasa de formacién
del coagulo. La resistencia a la traccidén del coagulo depende de la concentracién de fibrindgeno utilizada.

Cuando el coagulo de fibrina se genera en presencia de HA, sufre interacciones y se entrelaza con la matriz
reticulada. Se sabe que esta matriz desempefia una funcién importante en la regeneracién de tejidos y realiza
funciones reguladoras celulares en la reparacién de tejidos (Weigel, Fuller y Le Boeuf, 1986). La tasa de
disolucién de HAtambién se prolonga en la matriz de HA-fibrina, lo que podria ser beneficioso para prolongar
los efectos terapéuticos de este GAG (Wadstrom y Tengblad, 1993).

Varias publicaciones describen el uso de pegamento de fibrina para la administracién de agentes terapéuticos.
Por ejemplo, la patente estadounidense 4983393 describe una composicidén para uso como inserto intravaginal
que comprende agarosa, agar, solucién salina, glicosaminoglicanos, colageno, fibrina y una enzima. Ademas,
la patente estadounidense 3089815 describe una preparacién farmacéutica inyectable compuesta de
fibrin6geno y trombina y la patente estadounidense 6468527 describe un pegamento de fibrina que facilita la
administracién de diversos agentes biolégicos y no biolégicos a sitios especificos dentro del cuerpo.

Las composiciones de la descripcidn se pueden "afiadir quirirgicamente" al espacio del disco. Es decir, las
composiciones pueden ser afiadidas por la intervencidén de personal médico, a diferencia de ser "afiadidas" por
los procesos naturales de crecimiento o regeneracién del cuerpo. El procedimiento quirdrgico incluye
preferiblemente la inyeccién a través de una aguja hipodérmica, aunque se pueden utilizar otros métodos
quirdrgicos para introducir la composicién en el disco. Por ejemplo, la composiciéon puede introducirse en un
disco mediante extrusién a través de una abertura anular dilatada, infusién a través de un catéter, insercién a
través de una abertura creada por un traumatismo o una incisién quirargica, o mediante otros medios de
deposicién invasiva o minimamente invasiva de la composicidén en el espacio del disco.

Células modificadas genéticamente

En un modo de realizacién, las células madre o precursoras del linaje mesenquimal se modifican
genéticamente, por ejemplo, para expresar y/o secretar una proteina de interés, por ejemplo, una proteina que
proporciona un beneficio terapéutico y/o profilactico, por ejemplo, insulina, glucagdn, somatostatina,
tripsindgeno, quimotripsindgeno, elastasa, carboxipeptidasa, lipasa pancreatica o amilasa o un polipéptido
asociado con o causante de una angiogénesis mejorada o un polipéptido asociado con la diferenciacién de una
célula en una célula pancreética o una célula vascular.

Los métodos para modificar genéticamente una célula seran evidentes para el experto en la técnica. Por
ejemplo, un acido nucleico que se va a expresar en una célula esta ligado operativamente a un promotor para
inducir la expresién en la célula. Por ejemplo, el acido nucleico estéd ligado a un promotor operable en una
variedad de células de un sujeto, tal como, por ejemplo, un promotor viral, por ejemplo, un promotor CMV (por
ejemplo, un promotor CMV-IE) o un promotor SV-40. Se conocen en la técnica promotores adecuados
adicionales.

Preferiblemente, el &cido nucleico se proporciona en forma de un constructo de expresién. El término "
constructo de expresién" como se utiliza en el presente documento se refiere a un acido nucleico que tiene la
capacidad de conferir expresién a un é&cido nucleico (por ejemplo, un gen reportero y/o un gen reportero
contraseleccionable) al que estd conectado operativamente, en una célula. En el contexto de la presente
descripcién, se debe entender que un constructo de expresién puede comprender o ser un plasmido, un
bacteriéfago, un fagémido, un césmido, un fragmento subgendémico o gendmico de virus, u otro &cido nucleico
capaz de mantener y/o replicar ADN heter6logo en un formato expresable.

Los métodos para la construccién de un constructo de expresién adecuado para el modo de realizacién de la
descripcién seran evidentes para el experto en la técnica y se describen, por ejemplo, en (Ausubel FM., 1987
incluidas todas las actualizaciones hasta el presente) o (Sambrook y Green, 2012). Por ejemplo, cada uno de
los componentes del constructo de expresién se amplifica a partir de un acido nucleico de plantilla adecuado
utilizando, por ejemplo, PCR y posteriormente se clona en un constructo de expresién adecuado, tal como, por
ejemplo, un plasmido o un fagémido.

Los vectores adecuados para dicho constructo de expresion se conocen en la técnica y/o se describen en el
presente documento. Por ejemplo, un vector de expresién adecuado para el método de la presente descripcién
en una célula de mamifero es, por ejemplo, un vector del conjunto de vectores pcDNA (Invitrogen), un vector
del conjunto de vectores pCl (Promega), un vector del conjunto de vectores pCMV (Clontech), un vector pM
(Clontech), un vector pSI (Promega), un vector VP 16 (Clontech), o un vector del conjunto de vectores pcDNA
(Invitrogen).

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

Los expertos en la técnica conocen medios para introducir la molécula de acido nucleico aislada o un constructo
genético que la comprende en una célula para su expresion. La técnica utilizada para un organismo
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determinado depende de las técnicas exitosas conocidas. Los medios para introducir ADN recombinante en
células incluyen microinyeccion, transfeccidn mediada por DEAE-dextrano, transfeccidén mediada por
liposomas como mediante el uso de lipofectamina (Gibco, MD, EE. UU.) y/o cellfectin (Gibco, MD, EE. UU.),
captacion de ADN mediada por PEG, electroporacién y bombardeo de microparticulas como mediante el uso
de particulas de tungsteno u oro recubiertas de ADN (Agracetus Inc., WI, EE. UU.), entre otros.

Alternativamente, un constructo de expresién de la descripcidn es un vector viral. Se conocen vectores virales
adecuados en la técnica y estan disponibles comercialmente. Los sistemas convencionales basados en virus
para la administracién de un &cido nucleico y la integracién de ese acido nucleico en el genoma de una célula
huésped incluyen, por ejemplo, un vector retroviral, un vector lentiviral o un vector viral adenoasociado.
Alternativamente, un vector adenoviral es util para introducir un acido nucleico que permanece episomal en una
célula huésped. Los vectores virales son un método eficiente y versatil de transferencia de genes en células y
tejidos objetivo. Ademas, se han observado altas eficiencias de transduccién en muchos tipos de células y
tejidos objetivo diferentes.

Por ejemplo, un vector retroviral generalmente comprende repeticiones terminales largas (LTR) que acttan en
cis con capacidad de empaquetamiento de hasta 6-10 kb de secuencia extrafia. Los LTR minimos que actlan
en cis son suficientes para la replicacién y el empaquetamiento de un vector, que luego se utiliza para integrar
el constructo de expresion en la célula objetivo para proporcionar expresién a largo plazo. Los vectores
retrovirales ampliamente utilizados incluyen aquellos basados en el virus de la leucemia murina (MuLV), el virus
de la leucemia del mono gibén (GalV), el virus de la inmunodeficiencia de los simios (SrV), el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y combinaciones de los mismos (véase, por ejemplo, la publicacién
internacional W0O1994/026877, (Buchschacher y Panganiban, 1992) (Johann, Gibbons y O'Hara, 1992)
(Sommerfelt y Weiss, 1990) (Wilson, Reitz, Okayama y Eiden, 1989) (Miller, Garcia, von Suhr, Lynch, Wilson y
Eiden, 1991) (Miller y Rosman, 1989) (Miller, 1990) (Scarpa, Cournoyer, Munzy, Moore, Belmont y Caskey,
1991) (Burns, Friedmann, Driever, Burrascano y Yee, 1993)j).

También se han desarrollado varios sistemas de vectores de virus adenoasociados (AAV) para la administracion
de é&cidos nucleicos. Los vectores AAV se pueden construir facilmente utilizando técnicas conocidas en la
técnica (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses. 5173414 y 5139941, las publicaciones
internacionales WO 92/01070 y WO 93/03769, (Lebkowski, McNally, Okarma y Lerch, 1988) (Vincent, Moore y
Haigwood, 1990) (Carter, 1992) (Muzyczka, 1992); (Kotin, 1994) (Shelling y Smith, 1994) (Zhou, et al., 1994)).

Los vectores virales adicionales utiles para administrar un constructo de expresion de la descripcidn incluyen,
por ejemplo, aquellos derivados de la familia de virus de la viruela, tales como el virus vaccinia y el virus de la
viruela aviar o un alfavirus o un vector de virus conjugado (por ejemplo, el descrito en (Fisher-Hoch, et al.,
1989)).

Ejemplo 1 Materiales y métodos
Inmunoseleccion de la MPC mediante seleccién de células STRO-3+

La médula 6sea (BM) se recogié de voluntarios adultos normales y sanos (de 20-35 afios de edad).
Brevemente, se aspiran 40 ml de BM de la cresta iliaca posterior en tubos que contienen anticoagulante de
litio-heparina.

Las células mononucleares de BM (BMMNC) se prepararon mediante separacién por gradiente de densidad
utilizando Lymphoprep™ (Nycomed Pharma, Oslo, Noruega) como se describié previamente (Zannettino,
Buhring, Niutta, Watt, Benton y Simmons, 1998). Tras la centrifugacion a 400 x g durante 30 minutos a 4 °C, la
capa tamponada se retiré con una pipeta de transferencia y se lavé tres veces en "HHF", compuesto de solucién
salina equilibrada de Hank (HBSS; Life Technologies, Gaithersburg, MD), que contiene un 5 % de suero de feto
de bovino (FCS, CSL Limited, Victoria, Australia).

Las células STRO-3+ (o TNAP+) se aislaron posteriormente mediante clasificacién celular activada
magnéticamente como se describié previamente (Gronthos y Simmons, 1995) (Gronthos, 2003). En resumen,
aproximadamente 1-3 x 10® de BMMNC se incubaron en un tampén de bloqueo, que consiste en 10 % (v/v) de
suero de conejo normal en HHF durante 20 minutos en hielo. Las células se incubaron con 200 pl de una
solucién de 10 pg/ml de STRO-3 mAb en tampén de bloqueo durante 1 hora en hielo. Las células se lavaron
posteriormente dos veces en HHF mediante centrifugaciéon a 400 x g. Se afiadid una dilucién 1/50 de y-biotina
de cabra anti-raton (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Reino Unido) en tampén HHF y las
células se incubaron durante 1 hora en hielo. Las células se lavaron dos veces en tampén de MACS (Ca* -y
Mg?* -PBS libre suplementado con 1 % de BSA, 5 mM de EDTA y 0.01 % de azida sodica) como se indico
anteriormente y resuspendido en un volumen final de 0.9 ml de tampé6n de MACS.

Se afladieron cien pl de microesferas de estreptavidina (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, Alemania) a la
suspension celular y se incubaron en hielo durante 15 minutos. La suspensién celular se lav6 dos veces y se
resuspendié en 0.5 ml de tampén de MACS vy, posteriormente, se cargé en una minicolumna de MACS
(columnas MS, Miltenyi Biotec) y se lavéd tres veces con 0.5 ml de tampé6n de MACS para recuperar las células
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que no se unieron al mAb STRO-3 (depositado el 19 de diciembre de 2005 en la Coleccién Americana de
Cultivos Tipo (ATCC) con el nimero de acceso PTA-7282; véase la publicacién internacional WO 2006/108229).
Después de afiadir 1 ml adicional de tampén de MACS, la columna se retir6 del iman y las células TNAP+ se
aislaron mediante presidn positiva. Se puede tefiir una alicuota de células de cada fraccién con estreptavidina-
FITC y evaluar la pureza mediante citometria de flujo.

Las células precursoras mesenquimales (CPM) aisladas de esta manera son STRO-1¥1ante de Jas MPC.
Generacién del CM de MPC

El medio condicionado (CM) se generé a partir de lotes de productos MPC disponibles (263873, 22-12-001US,
22-12-02U8, 345938, 2011CC053, 2011CCO11, 2012CC010, 322509, 376232, 376233, 380505, 380507,
385470, 385471, 1857469) y representa diferentes donantes y ejecuciones de fabricacién de desarrollo clinico
y de productos. El producto MPC criopreservado se descongel6 y se sembraron células a 50,000 células/cm?
en medio de crecimiento suplementado con suero y se dej6 adherir durante la noche a 37 °C, 20 % de O». Para
generar CM compatible con ensayos funcionales basados en células de disco, el medio de crecimiento MPC
se reemplazé con medio basal condrogénico (CBM; Lonza, Walkersville, MD) suplementado solo con 0.5 % de
albimina de suero de bovino (BSA) en un volumen de 209 ul de medio/cm? y las células se cultivaron durante
3 dias a 37 °C, 5 % de O». Al final de este periodo de cultivo, se recogi6é el medio y se centrifugé para eliminar
todas las células en suspension, y el sobrenadante resultante se recogié y almacené a -80 °C hasta su uso.

Bioensayo para la proliferacién de células NPC

La proliferacién de células del nucleo pulposo (NPC) en respuesta al CM de MPC se evalué mediante la
cuantificacién de la incorporacién de ADN de 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) en células en divisién activa. Los
NPC humanos se sembraron en placas de cultivo recubiertas de poli-L-lisina a 2,500 células/cm? en medio de
crecimiento que contiene suero. Se dej6 que las células se adhirieran durante la noche mediante incubacién a
37 °C, 5 % de O, luego se privaron de suero durante 48 h. Después de la privacién de suero, las células se
estimularon con el CM de MPC durante 48 h. Se afiadié EdU a las células durante las Ultimas 18 h de cultivo
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit Click-iT™, Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente, las
células se desprendieron con tripsina y se tifieron para viabilidad. Luego, las células se fijaron y tifieron para la
incorporacion de EdU y se analizaron mediante citometria de flujo. Las células EdU* dentro de la poblacién
viable se identificaron en relacidén con las células de control que no se tifieron con EdU.

Bioensayo para la sintesis de proteoglicanos NPC

Los efectos del CM de MPC en la produccién de la matriz NPC en laboratorio se examinaron mediante medicién
semicuantitativa del colorante azul alcian extraido de cultivos de micromasa después de la tincién de
proteoglicanos depositados dentro de la matriz extracelular (ECM). Para establecer cultivos de micromasa de
NP humanos, las NPC se sembraron en cultivos bidimensionales (2D) de alta densidad afiadiendo una gota de
10 Yl de medio de crecimiento que contenia 100,000 células a cada pocillo de una placa de 48 pocillos
recubierta con fibronectina humana a 5 pug/cm?. Se dejo que las células se adhirieran durante 2 horas, seguido
de la adicién de medio de crecimiento completo para inundar el pocillo y la incubacién de las células durante la
noche. Al dia siguiente, las células se lavaron una vez en PBS tibio y se dejaron sin suero durante 48 horas
antes de la estimulacién con CM de MPC durante 7 dias. Al final del periodo de cultivo, las células se fijaron en
formalina de zinc al 10 % en el lugar y se tifleron con azul alcian para detectar proteoglicanos. Se capturaron
imagenes digitales de pocillos representativos y las placas se secaron al aire durante 1-2 h. Se extrajo la tincién
de azul alcidn de cada pocillo en HCI de guanidina 6N con 0.25 % de Triton X-100 y se midi6 la densidad éptica
(OD) a 600 nm para cada muestra utilizando un lector de placas (Bjornsson, 1993).

Bioensayo para la proliferacién de AFC

De manera similar a los métodos utilizados para medir la proliferacién de NPC, la proliferacién de células del
anillo fibroso (AFC) en respuesta al CM de MPC se midié mediante la incorporacién de EdU, con modificaciones
en los periodos de cultivo que se consideraron apropiadas para las AFC. En resumen, las AFC se sembraron
a 2,500 células/cm? en medio de crecimiento AFC suplementado con suero. Después de la fijacion durante la
noche, las células se privaron de suero durante 48 horas, antes del tratamiento con el CM de MPC durante 3
dias. En las ultimas 18 h de cultivo, las células fueron pulsadas con EdU. Luego se recolectaron las células, se
tifieron y se analizaron mediante citometria de flujo.

Bioensayo para la sintesis de colageno de AFC

Para establecer cultivos de micromasa del anillo fibroso (AF), las células del anillo fibroso (AFC) se sembraron
en cultivos bidimensionales (2D) de alta densidad afiadiendo una gota de 10 pl de medio de crecimiento que
contenia 100,000 células a cada pocillo de una placa de 48 pocillos recubierta con fibronectina humana a 5
hg/cm?. Se dejo que las células se adhirieran durante 2 horas, seguido de la adicién de medio de crecimiento
completo para inundar el pocillo y la incubacién de las células durante la noche. Al dia siguiente, las células se
lavaron una vez en PBS tibio y se dejaron sin suero durante 48 horas antes de la estimulacién con el CM de
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MPC durante 7 dias. Al final de este periodo de cultivo, se midi6 la produccién de coldgeno estimulada por el
CM de MPC mediante un ensayo de hidroxiprolina utilizando un kit disponible comercialmente (Sigma, St Louis,
MO). Se aspiré el medio y las células se lavaron con agua. El coldgeno depositado se hidrolizé en acido
clorhidrico y el sobrenadante resultante se recogié y se evapord. Cada muestra se incubd brevemente en
presencia de cloramina T para oxidar la hidroxiprolina. Finalmente, se afiadié 4-(dimetilamino)benzaldehido a
cada muestra, dando como resultado un producto colorimétrico que se leyd a 560 nm. En cada experimento,
se estableci6 una curva estandar utilizando cantidades conocidas de hidroxiprolina (0.2-1 ug), lo que permitié
la determinacidn cuantitativa de la sintesis de colageno en respuesta al tratamiento con el CM de MPC.

Aislamiento y cultivo de las AFC humanas de adultos

Los tejidos de discos cadavéricos de adultos se obtuvieron de donantes seleccionados segun los siguientes
criterios de exclusion:

Tabla 1: Criterios de exclusién para donantes de tejido intervertebral

Edad < 50 aflos

Género Sin restricciones

Traumatismos con efectos directos sobre la
columna vertebral

Céncer con afectacién musculoesquelética
Osteoartritis

Artritis reumatoide

Otras enfermedades del coldgeno/cartilago/hueso

Causa de muerte

Historial de la enfermedad

Deambulacion Postrado en cama > 1 mes antes de la muerte

El tejido se sumergié en un medio de preservacién compuesto por DMEM-Ham's F12 (1:1)-10 % de suero de
feto de bovino (FBS) con antibiéticos (por ejemplo, penicilina (200 U/ml), estreptomicina (200 mg/ml) y
Fungizone (1.25 mg/ml) o gentamicina (50 mg/ml)) a una concentracién final de 0.1 % (v/v) para su transporte
al laboratorio para su digestién. Para preparar los tejidos para la digestién, se diseccioné cuidadosamente el
tejido AF del tejido NP, que se sometid a digestién y aislamiento por separado. Cada disco fue disecado y
cultivado por separado. Todas las digestiones se realizaron en 45 ml de un DMEM-Hams F12-10 % FBS estéril
como se describié anteriormente (Melrose, Ghosh, Taylor, Latham y Moore, 1997) (Melrose, Smith, Ghosh y
Taylor, 2001) (Shen, Melrose, Ghosh y Taylor, 2003). En resumen, los tejidos fueron cortados finamente con un
bisturi en condiciones asépticas. Se transfirieron aproximadamente 2.5 g de tejido cortado en cubitos a un tubo
cbnico de 50 ml que contenia una solucién enzimatica de 0.2 % p/v de pronasay 0.01 % p/v de ADNasa. El
tejido se digiri6 durante 90 minutos a 37 °C. El tejido restante se lavé con 10 ml de PBS y se descarté el
sobrenadante. Luego, el tejido residual se digiri6 con 0.05 % p/v de colagenasa bacteriana tipo 1A de
Clostridium histolyticum, 0.01 % p/v de DNasa (45 mltubo) en DMEM-Hams F12-10 % FBS que contiene
antibiéticos durante varias horas hasta que el tejido se desagregé por completo. Las células se recolectaron
por centrifugacién (800 g x 10 min) y se lavaron una vez en DMEM-Hams F12-10 % FBS. La suspensidn celular
resultante se pasé a través de un colador de células de 70 um y se resuspendié para determinar el recuento
celular y la viabilidad. Tanto los NPC como las AFC se sembraron en matraces de cultivo de tejidos tratados en
DMEM-Hams F12-5 % FBS y 2 mM L-glutamina. Las NPC y AFC primarias se cultivaron hasta una confluencia
del 80-90 % y se enviaron a los laboratorios Mesoblast en Houston. Los cultivos primarios se recolectaron con
0.05 % de tripsina/0.1 % de EDTA y se criopreservaron. Las AFC adultas primarias se descongelaron y se
sembraron a 10,000 células/cm? para 1 paso, luego se recolectaron para preparar bioensayos.

Las AFC fetales se obtuvieron de un proveedor comercial (ScienCell, Carlsbad, CA).
Medicién de los niveles de TGFB1 en células madre de MPC mediante ELISA

Los niveles de TGFR1 en el CM de MPC se midieron mediante ELISA de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (R&D Systems).

Antes de su uso, el CM de MPC se concentré aproximadamente 40 veces para facilitar la etapa de activacion
acida necesaria para la medicién de los niveles totales de TGFB1 segln el protocolo del fabricante. Después
del tratamiento &cido, las muestras se reconstituyeron al volumen original en CBM para su uso en el bioensayo.

El ELISA se realizé siguiendo el protocolo del fabricante con modificaciones en el diluyente utilizado para la
reconstitucidén y preparacién de estandares y dilucion de muestras. El TGFB1 estandar proporcionado en el kit
se reconstituyé en CBM suplementado con 0.5 % de BSA (CBM + 0.5 % de BSA). Se prepararon diluciones
seriadas en CBM + 0.5 % de BSA con concentraciones finales que variaban entre 31.2 y 2000 pg/ml. Las
muestras se activaron con acido y se diluyeron 1:5 en CBM + 0.5 % de BSA. Los estandares, muestras y
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controles se afiadieron a una microplaca recubierta previamente con un anticuerpo monoclonal especifico para
el TGFB1. Después de 2 h de incubacion atemperatura ambiente (RT), se lavé la placa. Se afiadi6 el conjugado
de TGFB1 a cada pocillo y la placa se incubé durante 2 h a RT. Luego se lavd nuevamente la placa y se afiadié
solucién de sustrato a cada pocillo y se incubd durante 30 minutos a RT. Se afiadié una solucién de detencién
a cada pocillo y se leyd la densidad dptica (OD) de cada muestra en un lector de microplacas configurado a
450 nm con correccién de longitud de onda a 570 nm. Se construy6 una curva estandar utilizando un ajuste de
curva logistica de cuatro parametros. La concentracién de TGFP1 en cada muestra se derivé de la curva
estandar y se corrigié por diluciones para obtener un resultado final.

Generacién de MPC con inhibicién de TGFp1

Los productos de MPC recién descongelados (n=4) se transfectaron con ARNpi de TGFB1 o un oligonucleétido
de control codificado. Las células se suspendieron en aMEM sin suero y se combinaron con una mezcla de
transfeccién que contenia ARNpi de TGFB1 o ARNpi codificado (500 pmol, Life Technologies, Carlsbad, CA) y
Lipofectamina (Life Technologies). Luego, las células se sembraron a alta densidad en placas recubiertas de
fibronectina y se dejaron adherir durante la noche. Al dia siguiente, se lavaron las células y se reemplazé el
medio con CBM + 0.5 % de BSA. Las células se devolvieron a la incubadora y se dejaron sin tocara 37 °C, 5
% de 0,/95 % de CO, durante 72 h. Al final de este periodo de cultivo, se recogié el sobrenadante del cultivo,
se centrifugd para sedimentar las células o los deshechos en suspension, luego se dividié en alicuotas y se
almacend a -80 °C hasta el ensayo.

Ejemplo 2 Experimentos de prueba de concepto

Se realizaron una serie de estudios en laboratorio para modelar y evaluar los mecanismos potenciales por los
cuales las MPC pueden mediar el beneficio terapéutico en la enfermedad degenerativa del disco (DDD), con el
objetivo de establecer ensayos de potencia apropiados para las MPC en la reparacién del disco.

En condiciones de laboratorio, las MPC poseen potencial multilinaje, incluida la capacidad de diferenciacién
condrogénica en laboratorio en respuesta a sefiales inductivas apropiadas. El ensayo de condrogénesis en
laboratorio clasico implica el cultivo de células en granulos de alta densidad en presencia de TGFB1 durante
un periodo de 3 semanas (Johnstone, Hering, Caplan, Goldberg y Yoo, 1998). Luego, el gréanulo se fij6, se cortd
y se tifid para detectar la presencia de proteoglicanos, un sello distintivo de la actividad de los condrocitos.
Dado el tiempo necesario para realizar este ensayo y los métodos no cuantitativos para su evaluacién, se
considerd que este ensayo no era apto para la calificacién y validacién como ensayo de liberacion. Por lo tanto,
no se realizé el desarrollo de un ensayo de liberacién condrogénica en laboratorio. En cambio, los esfuerzos
se centraron en identificar los mecanismos de accién paracrinos de las MPC en las células del disco
intervertebral (IVD) como base para el desarrollo de ensayos de potencia.

Las MPC secretan una amplia gama de factores solubles bioactivos, incluidos factores conocidos para atenuar
la inflamacién, promover la proliferaciéon celular y estimular la produccién de matriz (See, et al., 2011). Se
examiné el perfil de citocina de multiples lotes de producto de MPC y se confirmé la secrecién de una amplia
gama de moléculas bioactivas. Basandose en estos datos, se planteé la hipdtesis de que después de su
introduccién en el IVD, las MPC pueden estimular procesos de reparacién endégenos mediante mecanismos
paracrinos a través de la liberacién de moléculas solubles que actian sobre las células residentes en el disco.
Los presentes inventores se centraron en la identificacion de factores secretados que pueden contribuir a la
supervivencia, proliferaciéon y diferenciacién de las NPC y/o AFC, lo que lleva a una mejora sostenida de la
funcién del disco. Se realizé un analisis exhaustivo de la literatura relevante para identificar factores secretados
con efectos anabdlicos sobre las células del disco. Los factores identificados en esta encuesta se seleccionaron
posteriormente en el CM de MPC mediante inmunoensayos y, a partir de estos datos, se identificé al TGF1
como el candidato principal.

Para determinar si los mecanismos de accién mediados por el TGFB1 pueden proporcionar una base para el
desarrollo de un ensayo de potencia para la evaluacién del producto de MPC, se realizaron experimentos de
prueba de concepto en laboratorio con los siguientes objetivos:

1. Determinar si el CM de MPC estimula la proliferacién de NPC y la produccién de matriz; y
2. Determinar si el CM de MPC estimula la proliferacién de AFC y la produccién de matriz; y

3. Determinar si el TGFB1 en el CM de MPC media la bioactividad en laboratorio del CM de MPC en células
del disco.

Los factores solubles derivados de MPC estimulan la proliferacién de NPC y la produccién de proteoglicanos

El NP estd compuesto principalmente por el proteoglicano, agrecano, una molécula que se une al agua y
proporciona el sustrato para la presién de hinchamiento dentro del IVD. Las NPC son la fuente principal de
proteoglicanos en el IVD y, por lo tanto, desempefian una funcién clave en el mantenimiento de la estructura 'y
la funcién del tejido. Ademés, la deposicién de proteoglicanos por las NPC puede ser importante para preservar
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el entorno aneural del disco sano y sin dolor, ya que los estudios en laboratorio han demostrado que una matriz
de proteoglicanos intacta repele el crecimiento de neuritas (Johnson, Caterson, Eisenstein, Hynds, Show y
Roberts, 2002). Por el contrario, la DDD se asocia con la muerte de NPC, la disrupcién y pérdida de la matriz
y el crecimiento de neuritas (Loreto, Musumeci, Castorina, Loreto y Martinez, 2011) (Melrose, Roberts, Smith,
Menage y Ghosh, 2002). Por lo tanto, la reparacién del tejido de NP dafiado puede requerir tanto el
mantenimiento de la poblacién de NPC residente como la estimulaciéon de la sintesis de matriz. A su vez, el
apoyo de las NPC puede mejorar la estructura y la funcién del disco y atenuar la sensacién de dolor. Para
examinar si el CM de MPC tiene un impacto en la funcién de las NPC, se establecieron bioensayos para medir
los efectos del CM de MPC en la proliferacion de NPC humanas y la producciéon en laboratorio de
proteoglicanos.

Se analizaron muestras de CM de varios lotes de MPC para determinar su actividad en el ensayo de
proliferacion de NPC, segun lo determinado por la incorporaciéon de EdU. En la figura 2A, nueve de los diez
lotes analizados estimularon un aumento significativo en la proporcién de NPC en Divisién activa en cultivo
(células de EdU* media=44.9+ 15.7 %, rango=38.9-66.9 %, n=10 lotes de 4 donantes) en comparacién con las
células de control no estimuladas (12.9 %). El lote restante no tuvo un efecto significativo sobre la proliferacién
de NPC en comparacién con el control del medio basal.

En un cultivo de alta densidad 2D, las NPC produjeron de manera constitutiva niveles bajos de proteoglicanos,
identificados mediante tincién con azul alcian (figura 2B). Los CM de tres lotes diferentes de MPC mejoraron
significativamente la sintesis de proteoglicanos por encima de estos niveles iniciales, como lo indica una tincién
de azul Alcian mas intensa en relacién con las células de control no estimuladas. Para cuantificar la sintesis de
proteoglicanos, se extrajo la tincién azul alcian para obtener lecturas de absorbancia. El tratamiento con CM
de MPC de las NPC resulté en un aumento de aproximadamente el doble en el contenido de proteoglicanos
(OD media = 0.40+0.02, rango=0.38-0.42, n=3 lotes de 1 donante) por encima del de las células de control
cultivadas en medio basal (figura 2C).

En conjunto, estos datos proporcionan evidencia de que el CM de MPC contiene factor(es) con efectos
anabdlicos sobre las células madre neurales, medidos por los efectos sobre la proliferacién y sintesis de
proteoglicanos. Por lo tanto, el tratamiento con MPC puede estimular mecanismos reparadores en el disco
lesionado a través de acciones paracrinas sobre las NPC.

Los factores solubles derivados de MPC estimulan la proliferacién de AFC y la sintesis de colageno

EIAF del IVD se compone principalmente de colageno | y colageno Il fibrilares, que forman laminas lamelares
que rodean el NP. Los niveles de colageno | son altos en las capas externas y disminuyen hacia la interfaz con
el NP, mientras que el contenido de coldgeno Il aumenta desde las capas externas y se enriquece altamente
hacia el centro del tejido. Estos gradientes de coldgeno proporcionan resistencia a la traccién y elasticidad al
disco, lo que respalda la estructura y la funcién del IVD. EI AF intacto desempefia una funcién importante en la
creacion de una barrera contra el crecimiento neuronal y vascular en el tejido del disco. Por el contrario, las
rupturas del AF, como las que ocurren en la DDD, conducen a un deterioro estructural y funcional del IVD y a
un dolor asociado a la invasién vascular y neuronal. La matriz de colageno del AF es mantenida por las AFC
residentes. Se ha demostrado que las AFC de discos degenerativos exhiben un fenotipo deteriorado,
caracterizado por la regulacién negativa de genes relacionados con los componentes de la ECM y la
proliferacion celular (Gruber, Hoelscher y Hanley, 2010). Se ha demostrado que la poblacién de AF en el tejido
DDD contiene una mayor proporcién de células senescentes y una reduccién concomitante en la proporcién
de células proliferantes (Gruber, Ingram, Davis y Hanley, 2009). Las estrategias terapéuticas que ayudan a
mantener el conjunto y la actividad de las AFC pueden conducir a beneficios a largo plazo mediante la
restauracién de la estructura y de la funcién de las AF. Para determinar si los factores derivados de MPC tienen
un impacto en la funcién de la AFC, se establecieron bioensayos para medir los efectos del CM de MPC en la
proliferacién de AFC humana y la sintesis de colageno en laboratorio.

La figura 3A muestra que las muestras de CM generadas a partir de diferentes lotes de la MPC aumentaron la
proliferacién de la AFC, medida por la incorporacién de EdU, por encima de los niveles observados en células
cultivadas solo en medio basal. En este experimento, el CM de los siete lotes analizados estimuld un aumento
significativo en la proporcién de células en divisién activa en el cultivo (células de EdU* media=27.1+15.1 %,
rango=7.8-53.2 %, n=10 lotes de 3 donantes) en comparacién con el medio de control (3.6 %).

Ademas de estimular la proliferacién de la AFC, el CM de MPC aumenté la sintesis de colageno de AFC. Las
AFC tratadas con el CM de MPC contenian niveles significativamente més altos de hidroxiprolina (contenido
de hidroxiprolina medio=0.3+0.1 pg/ml, rango=0.2-0.5 pg/ml, n=6 lotes de las MPC de 3 donantes) en
comparacién con las células cultivadas en medio basal solo (0.01 pug/ml) (figura 3B). A pesar de la variabilidad
observada inherente a este tipo de bioensayos, en conjunto, estos datos demuestran claramente que el CM de
MPC contiene factores solubles que estimulan la actividad de la AFC.

Funcién de TGFB1 en la sintesis de colageno de la AFC
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Para investigar la posible contribucién de TGFB1, se estudiaron los niveles de TGFR1 en CM derivados de
multiples lotes de productos MPC que abarcaban cinco donantes diferentes. La supuesta funcién causal del
TGFB1 en la sintesis de colageno de la AFC en laboratorio posteriormente se examiné en presencia y ausencia
de un anticuerpo de anti-TGFB1 neutralizante.

Los niveles de TGFR1 en el CM de MPC se midieron mediante ELISA de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN). Los niveles de TGFB1 en el CM de MPC variaron de 1083.1 a
4202.8 pg/ml (media=2981.6+1054.3 pg/ml, n=15 lotes generados a partir de 5 donantes diferentes) (figura 4).

Los datos confirmaron que las MPC secretan de manera reproducible niveles robustos de TGFB1 en su CM.
Como se muestra en la figura 5A, tres lotes diferentes de AFC demostraron una clara sintesis de colageno
dependiente de la dosis de TGFB1, estabilizandose entre 1-3 ng/ml de TGFB1. En presencia de un anticuerpo
de anti-TGFB1 neutralizante, la sintesis de colageno por las AFC en respuesta a 1 ng/ml de TGFB1 se redujo
a niveles marginalmente superiores a los obtenidos en ausencia del TGFB1. Estos datos validan la respuesta
lineal a la dosis de la poblacion de AFC objetivo al TGFB1 y la potencia del anticuerpo de anti-TGFp1
neutralizante.

Para examinar si el TGFB1 derivado de la MPC tiene un efecto causal en la produccién de coldgeno de AFC,
las muestras de CM de MPC se trataron previamente con un anticuerpo de anti-TGFB1 neutralizante, antes de
afadirlas a los cultivos del AF. En la Figura 5B, panel izquierdo, el CM de 7 lotes de MPC estimul6é cada uno
un aumento estadisticamente significativo en el contenido de hidroxiprolina en las AFC en comparacién con el
control del medio basal. La neutralizacién de la actividad del TGFR1 resulté en reducciones significativas en el
contenido de hidroxiprolina en 5 de 7 lotes. Se observaron tendencias hacia una disminucién de la sintesis de
coladgeno en los dos lotes restantes, que también contenian los niveles més bajos de actividad en este ensayo.
Se probaron muestras de CM en diferentes lotes de AFC de diferentes donantes (Figura 5B, paneles central y
derecho) y se observé un patrdn similar de resultados en cada experimento. Se demostré una inhibicién
completa de la sintesis de colageno en presencia de un anticuerpo de anti-TGFB1 neutralizante (en
comparacién con el nivel equivalente de anticuerpo de control) en varios lotes de CM, lo que demuestra que
en estos casos especificos, el TGFB1 es el Unico factor causal en la promocidn de la sintesis de colageno.

Conclusiones de los experimentos de prueba de concepto

Los datos demuestran que el CM de MPC contiene factores solubles que estimulan la proliferacién de NPC y
AFC vy la produccién de matriz. Se detectd un TGFB1, que ha demostrado tener efectos anabdlicos sobre las
células del disco, en el CM de multiples lotes de MPC. Ademas, se demostré que el TGFB1 es un efector clave
de la sintesis de colageno en células tratadas con el CM de MPC. Los datos sugieren que el TGFR1 derivado
de MPC estimula la sintesis de colageno de la AFC y, por lo tanto, puede contribuir a la reparacion del AF y al
beneficio terapéutico a largo plazo en el contexto de la DDD. Por lo tanto, la deteccidn de los niveles de TGFB1
en el CM de MPC representa una posible medida sustituta de la potencia de la MPC para la reparacién del
disco.

Los datos también demuestran el establecimiento de ensayos cuantitativos para medir la bioactividad
conducida por el TGFB1, en concreto el ensayo de incorporacion de EdU como medida de la proliferacién de
la NPC y la AFC y el ensayo de hidroxiprolina como medida de la sintesis de coladgeno de AFC. El ensayo de
hidroxiprolina se realizé utilizando diferentes lotes de AFC y los hallazgos respaldan la reproducibilidad de las
acciones promotoras de la sintesis de colageno del CM de MPC sobre las AFC vy la contribucién del TGFR1 a
este efecto, independientemente del donante de células objetivo. Se han realizado esfuerzos similares para
comparar el rendimiento de diferentes lotes de NP y AFC en la evaluacién del ensayo de incorporacién de EdU.
Se observoé cierta variabilidad en los niveles de TGFB1 entre los lotes de productos de MPC (rango en los lotes
analizados = 1083.1-4202.8 pg/ml). Es importante destacar que se demostré que este rango de niveles de
TGFB1 tiene una actividad medible, que fue estadisticamente significativa por encima del control inicial, en los
ensayos de sintesis de colageno de la AFC utilizando un TGFB1 humano recombinante (rhTGFB1). En conjunto,
estos datos respaldan el uso de este bioensayo para medir la bioactividad del TGFB1 en el CM de MPC.

Ejemplo 3 Comparabilidad de AFC fetales y AFC de adultos

Previamente se desarrollé un bioensayo para medir los efectos del CM de MPC en la sintesis de colageno de
AFC. El ensayo se desarroll6 utilizando AFC fetales, debido a su disponibilidad comercial. Este factor
representa un beneficio de suministro importante en los esfuerzos de desarrollo de ensayos de potencia. Por
el contrario, las AFC de adultos actualmente no estan disponibles comercialmente. Los presentes inventores
buscaron verificar que las AFC fetales son una alternativa adecuada a las AFC de adultos en el bioensayo de
sintesis de colageno. Por lo tanto, compararon los efectos del rhTGFB1 y el CM de MPC en cultivos de
micromasa de AFC fetales y AFC de adultos.

De manera similar a las células fetales, las AFC de adultos demostraron una respuesta dependiente de la dosis
al rhTGFB1 (0.1-3 ng/ml) (figura 6 y tabla 2). En comparacién con las células fetales, los niveles de punto inicial
de colageno fueron mas altos en cultivos de AFC de adultos, y la magnitud de la respuesta a niveles bajos de
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TGFB1 (100 pg/ml) también fue mayor (figura 6 y tabla 2). La produccién en respuesta a 500 pg/ml fue similar

entre las AFC fetales y las AFC de adultos. Si bien la curva dosis-respuesta a 1-3 pg/ml de TGFB1 comenzé a

estabilizarse en los cultivos de las AFC de adultos, la curva permanecié lineal para las AFC fetales.

El tratamiento de AFC de adultos con el CM de MPC estimulé6 aumentos robustos y significativos en la

produccién de colageno en AFC de adultos (figura 7 y tabla 3).
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En conjunto, estos datos demuestran que la estimulacién de cultivos de micromasa de AFC fetales y de adultos
con TGFB1 aumenta la produccién de colageno de manera dependiente de la dosis. El tratamiento de AFC de
adultos con el CM de MPC resulté en aumentos robustos en el contenido de hidroxiprolina, similares a los
efectos observados previamente en las AFC fetales. En conjunto, estos datos indican que las AFC fetales
representan una alternativa adecuada a las AFC de adultos para evaluar los efectos del CM de MPC en la
produccién de colageno en este tipo de célula.

Ejemplo 4 Desarrollo de un ensayo de potencia de TGFB1 para un producto de MPC para DDD

Se utilizaron modelos en laboratorio para examinar una serie de posibles mecanismos paracrinos por los cuales
las MPC pueden tener efectos beneficiosos en la DDD (ejemplo 2). Entre ellos, la estimulacién de la produccién
de coldgeno por las AFC puede representar un paso importante hacia un beneficio terapéutico a largo plazo.
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El aumento de la produccién de coladgeno de AFC puede provocar la reparacién de la integridad estructural del
disco e inhibir el crecimiento vascular y neuronal y, a su vez, mejorar la funcién biomecéanica del disco y reducir
el dolor.

Para examinar los efectos de los factores solubles derivados de MPC en la produccién de colageno de AFC,
los presentes inventores desarrollaron un ensayo cuantitativo para medir los niveles de hidroxiprolina (un
componente principal del colageno) en cultivos de micromasa de AFC (ejemplo 2). El ensayo se establecié
utilizando 3 lotes diferentes de AFC fetales y rhTGFf1. Los presentes inventores demostraron que el rhTGFf1
(en un rango de concentracién de 100-3000 pg/ml) estimula, de forma dependiente de la dosis, la produccién
de colageno en las AFC (figura 5A). Los presentes inventores también demostraron que el CM de MPC estimula
la produccién de colageno en este bioensayo. Los efectos estimulantes del colageno del CM de MPC fueron
atribuibles, al menos en parte, a la actividad de TGFB1, ya que un anticuerpo anti-TGFB1 neutralizante anulé
estos efectos (figura 5B). Es importante destacar que los efectos estimulantes del colageno tanto del rhTGF1
como del CM de MPC fueron reproducibles en multiples lotes de AFC que representaban a diferentes donantes,
lo que indica que estos efectos eran independientes del donante de AFC. Los presentes inventores también
confirmaron que las AFC fetales disponibles comercialmente son una alternativa adecuada a las AFC de adultos
en este bioensayo (ejemplo 3). En conjunto, estos datos proporcionan dos elementos clave para el desarrollo
de ensayos de potencia: en primer lugar, los datos proporcionan una prueba de concepto de que las MPC
pueden estimular la produccién de coldgeno por las AFC a través de mecanismos paracrinos y que el TGFR1
desempefia una funcién clave en este contexto. En segundo lugar, los datos respaldan la utilidad del ensayo
de sintesis de colageno de AFC para medir la bioactividad del CM de MPC. Por lo tanto, dados los niveles
robustos de TGFB1 encontrados en el CM de MPC y la funcién causal del TGFB1 en los efectos del CM de
MPC en la produccién de colageno de AFC, los datos también sugieren que el TGFB1 es un marcador sustituto
candidato racional de la bioactividad de MPC que es relevante en la DDD.

Se empled un método basado en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para detectar el
TGFB1 en el CM de MPC como ensayo de potencia para la MPC para la DDD.

Se midieron los niveles de TGFB1 en el CM de MPC cultivadas en dos medios basales diferentes utilizando un
ELISA disponible comercialmente. Los datos muestran una marcada diferencia en los niveles de TGFB1 en el
CM en funcién de la formulacién del medio (figura 8). Estas muestras se produjeron en experimentos para
determinar el medio basal éptimo para la generacion de CM para la evaluacién de la produccién de TGFp1 de
la MPC y bioactividad en laboratorio. Se seleccion6 CBM suplementado solo con 0.5 % de BSA (figura 8, barras
oscuras) para su uso en estos experimentos y refleja un medio que equilibra el apoyo a la funcién de la MPC y
la compatibilidad con la aplicacién posterior en bioensayos funcionales basados en IVD. Por extension, estos
datos también demuestran que la prueba de ELISA del TGFB1 puede utilizarse para detectar cambios en los
procesos de fabricacién que pueden afectar negativamente la sintesis de TGFB1 por la MPC.

El CM de MPC estimula la produccién de colageno por parte de las AFC humanas y contiene niveles robustos
de TGFB1

La figura 7 y la tabla 4 muestran los efectos del CM de MPC sobre la produccién de colageno en 3 lotes
independientes de AFC fetales. Los datos demuestran que cada lote de AFC respondié de manera dependiente
de la dosis al rhTGFB1 (100-3000 pg/ml), que se incluyé en los experimentos para confirmar la idoneidad del
sistema. Los CM de los lotes GMP 1-18 se analizaron en el lote 4729 de AFC (figura 7A). Cuando habia
alicuotas disponibles, también se analizaron muestras de CM en los lotes 5945 y 4755 de AFC (figura 7B y
figura 7C). Cada lote de MPC estimulé un aumento estadisticamente significativo en la produccién de colageno
sobre los controles no estimulados en el lote 4729 de AFC (figura 7A). Este efecto se reprodujo en los lotes
5945 y 4755 de AFC (figura 7B y figura 7C). La figura 7D muestra las respuestas promedio de todos los lotes
de AFC a cada muestra del CM de MPC.

La actividad estimulante del colageno del CM de MPC se asoci6 con la presencia de niveles robustos de TGFp1
en cada muestra (figura 9 y tabla 4). En condiciones de cultivo estandarizadas, los niveles totales de TGF{31
en los sobrenadantes de MPC variaron de 1979.12-4202.82 pg/ml, con una media de 3303.16+569.56 pg/ml.

Establecimiento de un efecto umbral minimo del CM de MPC en el bioensayo de sintesis de colageno de AFC

Con el fin de establecer una especificacion de liberacidén preliminar para las MPC basadas en la secrecién de
TGFB1, los presentes inventores primero buscaron identificar un efecto umbral minimo del CM de MPC en el
bioensayo de sintesis de colageno de AFC. Los presentes inventores razonaron que este umbral seria una
funcién tanto de las caracteristicas del tipo de muestra (CM) como del bioensayo en si. Como se muestra en
la figura 7 y la figura 9, las muestras del CM de MPC de los lotes analizados contienen un rango de niveles de
TGFB1 (1979.12-4202.82 pg/ml), todos los cuales resultaron en aumentos significativos en la sintesis de
colageno por encima del control de punto inicial no estimulado. Ademas, los presentes inventores observaron
que, aunque el nivel promedio de TGFB1 en muestras del CM de MPC fue de 3303.16+569.56 pg/ml, el efecto
del CM de MPC sobre la produccién de colageno fue menor que el provocado por el rhTGFB1 solo a 3000
pg/ml, lo que es coherente con la hipétesis de que el CM de MPC puede contener factores que inhiben las
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acciones de TGFB1 en este ensayo. Por lo tanto, para establecer el nivel de bioactividad en el CM de MPC que
reflejaria una actividad subpotente en este bioensayo, los presentes inventores generaron el CM a partir de
lotes de MPC en los que se redujo el TGFB1 utilizando tecnologia de ARNpi.

Caracterizacién de CM a partir de las MPC con inactivacion de TGFB1

Los presentes inventores verificaron el TGFB1 inactivado midiendo los niveles de TGFB1 en el CM de MPC
mediante ELISA. La figura 10A y la tabla 5 muestran los niveles de TGFB1 en el CM de cada lote de MPC
transfectado con oligonucleétido de control codificado o ARNpi de TGFf1. La transfeccién de MPC con 500
pmol de ARNpi resulté en reducciones de aproximadamente el 90 % en los niveles de TGFB1 en comparacion
con los controles codificados, sin efecto directo sobre la viabilidad (datos no mostrados).

Habiendo confirmado el TGFB1 inactivo, las muestras de CM de MPC fueron analizadas en el ensayo de
hidroxiprolina de AFC. La figura 10B y la tabla 5 muestran que el CM de las MPC transfectadas con ARNpi
codificado estimul6 un nivel similar de produccién de colageno en la AFC que el nivel promedio estimulado por
todos los lotes de MPC probados. Por el contrario, la sintesis de colageno de AFC en respuesta a la inactivacion
de TGFB1 en el CM de MPC se redujo significativamente en comparacién con la AFC estimulada con el CM de
MPC a partir de controles de ARNpi codificados. Sin embargo, el efecto del CM de MPC con inactivacién de
TGFB1 se mantuvo significativamente por encima de los controles de punto de inicio, lo que sugiere una
actividad residual del TGFB1 y/o la presencia de otros factores contribuyentes.

En resumen, los datos muestran que las MPC inactivadas secretaron un promedio de 204.81+52.07 pg/ml de
TGFB1, lo que resulté en la produccién de 0.17+£0.06 ug de hidroxiprolina en las AFC (figura 10 y tabla 5). Este
nivel de hidroxiprolina representa el efecto minimo observado del CM de MPC en el bioensayo de la AFC. Los
presentes inventores consideran este nivel de efecto minimo para definir el umbral entre células subpotentes y
potentes basédndose en el conjunto de datos actualmente disponibles. Con el fin de aumentar la rigurosidad de
los criterios de aceptacién de células potentes, el nivel de efecto minimo se establecié 1 SD por encima del
nivel umbral de 0.17 ug a 0.23 pg de hidroxiprolina.
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Establecimiento de una memoria descriptiva preliminar de liberacién de las MPC basada en la secrecién de
TGFB1

Utilizando los datos de nuestros experimentos con la MPC no manipulada y la MPC con inactivacién de TGFf1,
realizamos analisis estadisticos para examinar la relaciéon entre los niveles de TGFB1 y la produccidén en
laboratorio de colageno de AFC y para identificar el nivel umbral de TGFB1 requerido para la liberacién del
producto clinico de MPC para la DDD.

Relacidn entre los niveles de TGFBR1 del CM de MPC y la actividad en el bioensayo de sintesis de colageno de
AFC

Primero se determiné si existia una relacién entre los niveles de TGFB1 presentes en el CM de MPC y el efecto
del CM de MPC en la produccién de colageno por la AFC en laboratorio. Los datos de las MPC no manipulados
y las MPC inactivadas se combinaron para un total de 26 muestras. En este conjunto de datos, los niveles de
TGFB1 variaron de 143.8-4202.8 pg/ml y los niveles de colageno variaron de 0.10 a 0.53 ug (tabla 4 y tabla 5).
Mediante la correlacién de Pearson, hubo una relacién estadisticamente significativa entre los niveles de
TGFB1 y la produccion de coldgeno (r=0.65, p<0.001). Se realizd un analisis de regresion para determinar la
linea de mejor ajuste entre los niveles de TGFB1 y la produccién de colageno (p<0.001, véase la figura 11).

Utilizando el nivel de efecto minimo del CM de MPC en el bioensayo de sintesis de colageno de AFC establecido
anteriormente, este modelo de regresién lineal predice que se requieren 405 pg/ml de TGFR1 para estimular
0.23 pg de produccién de colageno en el bioensayo de AFC.

Evaluacién de la sensibilidad y especificidad del modelo

Se examiné la sensibilidad y especificidad del modelo. Estableciendo el umbral en 405 pg/ml, se realizé un
andlisis de contingencia. Se encontré que la sensibilidad era del 100 %, es decir, 22/22 de las muestras que se
predijo que serian positivas (estimulando=0.23 ug de hidroxiprolina en el bioensayo de AFC) fueron de hecho
verdaderamente positivas. Los presentes inventores encontraron que la especificidad era del 100 %, es decir,
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4/4 de las muestras que se predijo que estaban por debajo del umbral (estimulacidén <0.23 pg de hidroxiprolina)
fueron de hecho verdaderamente negativas. No hubo muestras falsas positivas ni falsas negativas.

Los datos presentados aqui respaldan el uso de TGFB1 como un marcador sustituto del potencial de las MPC
para estimular la produccidén de coldgeno por las AFC en laboratorio. Utilizando un bioensayo de sintesis de
colageno de AFC, se demostrd que las muestras de CM generadas a partir de 18 lotes de producto de MPC
estimulan la produccién de colageno por AFC en laboratorio, y contienen niveles robustos de TGFB1, medidos
mediante ELISA. Este efecto se atenu6 en CM a partir de MPC con TGFp1 inactivado, lo que demuestra una
funcién causal para el TGFB1 en este contexto, en consonancia con datos presentados previamente de
estudios de anticuerpos neutralizantes. Combinando datos de MPC no manipulados y las MPC con inactivacién
de TGFpB1, se definié un nivel umbral de TGFB1 en CM de MPC necesario para la bioactividad en el bioensayo
de sintesis de coldgeno de AFC. Los analisis estadisticos de los datos experimentales llevaron a la
identificaciéon de 405 pg/ml como el nivel minimo de TGFB1 necesario para estimular un aumento significativo
en la produccién de colageno de AFC en laboratorio. Por lo tanto, 405 pg/ml de TGFB1 representa la memoria
descriptiva de liberacién preliminar para las MPC de la DDD. En conjunto, estos datos muestran que la
deteccién basada en ELISA de TGFB1 en el CM de MPC proporciona una medida razonable del potencial de
las MPC para estimular los procesos de reparacién endégenos en el disco humano.

Ejemplo 5 Optimizacion del ensayo de potencia de TGF1

El ensayo de potencia de TGFB1 mide los niveles de TGFR1 liberados por el producto de MPC recuperado del
cultivo. Hay 2 partes en el ensayo: (1) Generacién del CM de MPC a partir del producto de MPC recuperado
del cultivo, y (2) Deteccién de los niveles de TGFB1 en CM utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas disponible comercialmente (ELISA, R&D Systems Human TGFB1 Quantikine ELISA).

Evaluacién del impacto de la densidad de siembra celular, el tiempo de cultivo y la variabilidad entre operadores
en los niveles de TGFR1 en el CM de MPC.

En este estudio se utilizaron los lotes 345938 y 2011¢cc063 de MPC. Los productos de MPC se descongelaron,
se lavaron, se contaron y se sembraron en placas de 6 pocillos a 25,000 o 50,000 células viables/cm? en aMEM
suplementado con 10 % de suero de feto de bovino (FBS). Al dia siguiente, después de lavar las células con
PBS, el medio se reemplazd con CBM+0.5 % de BSA. El CM se recogi6 a las 24, 48, 68, 70, 72, 74, 76 y 120
h después del cambio de medio de CBM. Cada punto de tiempo se recogié por triplicado y cada muestra de
CM se analizd para determinar el contenido de TGFB1 por duplicado mediante ELISA. Para determinar la
variabilidad entre operadores, se descongeld un solo vial de cada lote de células y se dividié en 2 alicuotas, y
el experimento, desde el recuento de células hasta la recoleccién de CM, fue realizado por dos operadores en
paralelo.

La figura 12 muestra la secrecién de TGFR1 por 2 lotes de MPC en funcién de la densidad de siembra celular
inicial, el tiempo y el operador. La figura 12A muestra datos de células sembradas a 25,000 células viables/cm?.
En ambos lotes, 345938 y 2011¢c063, los niveles de TGFB1 aumentaron con el tiempo (24-120 h), aunque los
niveles se mantuvieron estables entre 68 y 76 h. Hubo una variabilidad significativa entre analistas en los niveles
de TGFP1 determinados en las muestras de CM del lote 345938 en cada punto temporal examinado. La
variabilidad entre analistas de los resultados del lote 2011cc063 fue menos marcada. Los datos de células
sembradas a 50,000 células viables/cm? se muestran en la figura 12B. Los niveles de TGFR1 obtenidos a partir
de células sembradas a 50,000 células viables/cm? fueron mas altos que los niveles observados cuando las
células se sembraron a 25,000 células/cm?. Sin embargo, de manera similar a las muestras de CM de células
sembradas a menor densidad, los niveles de TGFR1 en CM de células sembradas a 50,000 células viables/cm?
aumentaron con el tiempo y se mantuvieron estables dentro del periodo de 68 a 76 horas. Los resultados
obtenidos por cada analista para cada lote fueron comparables cuando las células se sembraron a 50,000
células viables/cm?,

Estos datos sugieren que sembrar células a 50,000 células viables/cm? Produce datos méas consistentes entre
analistas en comparacion con la siembra de células a 25,000 células viables/cm?. Los datos también indican
que los niveles de TGFB1 se mantienen estables entre 68 y 76 h, lo que indica que este periodo de tiempo
(72+4 h después del cambio medio de CBM) representa un periodo de tiempo aceptable para la recoleccion de
CM para el ensayo de potencia de TGFR1.

Comparacién de NaOH 1 N frente a 1.2 N de NaOH/0.5 M HEPES para neutralizacién de muestras activadas
con acido

Antes del analisis, las muestras de CM deben tratarse con acido para activar el TGF-p1 latente para que se
convierta en una proteina inmunorreactiva detectable mediante la prueba de ELISA de TGFB1. Esto se
consigue afiadiendo HCI 1 N a las muestras y luego por neutralizacién a un pH entre 7.2y 7.6. La etapa de
neutralizaciéon se puede llevar a cabo utilizando NaOH 1.2 N/HEPES 0.5 M (segun el protocolo del fabricante
de ELISA de TGFB1) o NaOH 1 N. Se determiné la comparabilidad del NaOH sin tampén y tamponado para
neutralizar muestras acidificadas para la prueba de ELISA de TGFB1. Se trataron con acido muestras de CM
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de tres lotes de MPC (345938, 2011cc063, 2011cc048). Luego, las muestras replicadas se neutralizaron a un
pH de 7.2-7.4 utilizando NaOH 1 N o NaOH 1.2 N/HEPES 0.5 M. Posteriormente se determinaron los niveles
de TGF-B1 en muestras duplicadas mediante ELISA.

Los datos se muestran en la tabla 6. Los niveles de TGFB1 fueron similares en muestras replicadas de CM
activado con é&cido neutralizadas con NaOH y NaOH tamponado con HEPES (p>0.05, prueba t-Student). Por
lo tanto, el NaOH sin tampén se puede sustituir por NaOH tamponado con HEPES en la preparacién de
muestras de CM para el ensayo de potencia de TGFp1.

Tabla 6: Comparacién de los niveles de TGFB1 en muestras replicadas de CM activadas con acido
neutralizadas con NaOH 1N y NaOH 1.2 N/HEPES 0.5 M

Eaaniatoy dh et TR sk

Tanpdage OB o
naainacan Madk

Resumen

Dos operadores independientes probaron dos densidades celulares iniciales diferentes (25,000 células
viables/cm? y 50,000 células viables/cm?) para la secrecién de TGFR1 en funcién del tiempo. Los resultados
indican que cuando las células se siembran a 50,000 células viables/cm? Hay mas consistencia entre los valores
obtenidos de dos operadores que cuando las celdas se siembran a una densidad menor. Es importante destacar
que existe poca variabilidad en los niveles de TGFB1 entre las muestras recogidas entre las 68 h y las 76 h.
Basandose en estos datos, se recomienda que el CM de MPC se deberia preparar sembrando células a una
tasa de 50,000 células viables/cm? y que la recogida del CM de MPC para el ensayo de potencia de TGFR1
debe realizarse a las 72+4 h después de la adicién de CBM + 0.5 % de BSA.

Los datos muestran que los niveles de TGFB1 en muestras de CM activadas con &cido neutralizadas con NaOH
1N son comparables a las muestras neutralizadas con NaOH 1.2N/HEPES 0.5M. Por lo tanto, NaOH 1N es un
sustituto aceptable de NaOH 1.2N/HEPES 0.5M para la neutralizacién de muestras para el ELISA de TGFp1.

Ejemplo 6: Rendimiento del ensayo de potencia de TGF1
El rendimiento del ELISA de TGFB1 se evalud mediante la evaluacidn de los siguientes parametros:

1. Linealidad del ensayo: las curvas estandar se prepararon en diluyente de calibrador o CBM + 0.5 % de BSA,;
2. Interferencia de la matriz: el rhTGFB1 se diluyé en diluyente de calibrador o CBM + 0.5 % de BSA; y

3. Precisién del ensayo y linealidad de la muestra: se realizaron experimentos para examinar el pico y la
recuperacién y el TGFB1 en muestras de CM diluidas en serie.

Linealidad del ensayo

Se evalué la bondad de ajuste de la curva estandar. Los estandares de TGFB1 de tres kits separados se
reconstituyeron y diluyeron en el diluyente de calibrador provisto en el kit de ELISA 0 CBM + 0.5 % de BSA. Se
prepararon diluciones seriadas de 2000 pg/ml. La curva estandar establecida por el fabricante del kit consta de
7 puntos y un punto cero. Por lo tanto, el rango establecido de la curva estandar fue de 31.2 a 2,000 pg/ml.
Cada concentracion estandar se analizé por duplicado. El coeficiente de correlacién (R?) se determind utilizando
un ajuste de curva de regresién logistica no lineal de 4 parametros. Por lo general, una curva estandar aceptable
R? es 20.95. Los coeficientes de correlacion para las tres curvas estandar generadas utilizando diluyente de
calibrador variaron de 0.991 a 1.000, mientras que R?>=1.000 para las tres curvas estandar preparadas en
CBM+0.5 % de BSA. Las curvas estandar se muestran en la figura 13. Para garantizar la precisién de la curva
estandar, se retrocalcularon las concentraciones de TGFB1 y se determiné el % de recuperacién. En general,
se encontrd que el % de recuperacidn estaba entre el 80 % y el 120 % (tabla 7).
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Tabla 7: Curvas estandar preparadas en diluyente calibrador y CBM + 0.5 de BSA
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Interferencia de la matriz

Para examinar la interferencia de la matriz, se prepar6 el rhTGF-1 (R&D Systems) en diluyente de calibrador
o en CBM + 0.5 % de BSA a 0, 50, 250 y 1,500 pg/ml. Cada concentracién se prepard por duplicado. La
concentracién de TGFB1 en cada muestra se determiné mediante ELISA. La concentracién media y el % de
recuperacién para cada muestra se presentan en la tabla 8. En el diluyente de calibrador, el % de recuperacién
varié entre 70.4 y 74.7 %, mientras que en CBM + 0.5 % de BSA la recuperacion varié entre 94.5 y 106.1 %.

Tabla 8: Analisis de la interferencia de la matriz
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Ademas, se evalué el efecto de la matriz comparando curvas estandar preparadas en diluyente de calibradory
CBM + 0.5 % de BSA (analizadas en paralelo en las mismas placas). Cada estandar se representé por
duplicado y se realizaron dos experimentos independientes. La figura 14 muestra que las OD medias fueron
ligeramente més altas cuando los estdndares se prepararon en CBM en comparacién con el diluyente de
calibrador, lo que indica la presencia de un efecto de matriz.

Precisién del ensayo
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Se realizaron experimentos de pico y recuperaciéon para evaluar la precision del ensayo. Se realizaron picos de
tres concentraciones diferentes de rhTGFR1 (50, 250 y 500 pg/ml) en el CM derivado de 3 lotes de MPC
(345938, 2011¢cc063, 2011cc048). Cada condicién se analizé por duplicado. El porcentaje de recuperacién de
TGFB1 en cada concentracién se calculé utilizando la siguiente férmula:

[Concentracion media medida / Concentracidén esperada] x 100

La concentracién media medida corresponde a la concentracién de TGFB1 en la muestra de pico, determinada
a partir de la curva estandar. Los resultados de los tres conjuntos de datos se muestran en la tabla 9. La
recuperacién de pico aceptable generalmente varia entre el 80 y el 120 %. Los valores de porcentaje de
recuperacién para todas las muestras oscilaron entre el 96.17 % y el 126.87 %. Se calculé la recuperacién
promedio de TGFB1 en cada concentracién probada: 50 pg/ml: 112.1 %, 250 pg/ml: 103.8 %, 500 pg/ml: 97.8
%.

Tabla 9: Evaluacién de la precisién de ELISA

Rasattados de snnsyn

B %

Linealidad de la muestra

La linealidad de la muestra se evalué analizando muestras de CM derivadas de tres lotes diferentes de MPC
(22-12-002US, 1857469, 345938) puros y diluidos 2%, 5x y 10x. Cada muestra se evalué por duplicado. La
precision (% desviacién) en cada diluciéon de una muestra dada se calculé como:

% Desviacién = (Resultado - resultado promedio de todas las diluciones)/ resultado promedio de todas las
diluciones x 100

Los resultados se resumen en la tabla 10. La desviacién porcentual oscilé entre -17.8 y 10.5 %. La desviacién
porcentual aceptable suele ser de +20 %.

Tabla 10: Evaluacién de la linealidad de la muestra.
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Resumen

Los datos proporcionan soporte para la idoneidad de la prueba de ELISA de TGFB1 para medir el TGFB1 en
CM recogido de cultivos de MPC. El valor R?de la curva estandar oscilé entre 0.991- 1.000 y se encontré que
la recuperacién de TGFB1 en cada concentracién estandar estaba entre el 80 y el 120 %. Los experimentos
realizados para examinar el efecto de la matriz indicaron una mayor recuperacién de TGFpB1 en CBM + 0.5 %
de BSA en comparacién con el diluyente de calibrador, y un ligero desplazamiento hacia arriba y hacia la
derecha en la curva estandar preparada en CBM + 0.5 % de BSA en comparacidn con el diluyente de calibrador.
Por lo tanto, se recomienda que la curva estandar se prepare en CBM + 0.5 % de BSA.
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REIVINDICACIONES

1. Un método en laboratorio para seleccionar células precursoras mesenquimales humanas (MPC) para su uso
en el tratamiento que comprende:

(i) cultivar una poblacién obtenida de MPC humanas enriquecidas para MPC STRO-1* o TNAP™,

(ii) determinar la cantidad de TGFB1 liberada por las MPC humanas en el medio de cultivo; y

(iii) seleccionar para su uso en el tratamiento las MPC humanas que liberan TGF1 en el medio de cultivo en
na cantidad de al menos 2800 pg/10° células.

2. El método segun la reivindicacién 1, en donde la etapa de cultivo comprende sembrar las células en un
recipiente de cultivo a una densidad de 50,000 células viables/cm?.

3. El método segln la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde la etapa de cultivo comprende cultivar las
células en un medio basal condrogénico suplementado con 0.5 % de albumina de suero de bovino.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde las células se cultivan durante al menos
68 a 76 horas.

5. El método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la etapa de determinacién comprende
recoger una muestra del medio de cultivo en el que se cultivaron las células.

6. El método segun la reivindicacién 5, en donde la etapa de determinacién comprende activar el TGFB1 latente
en el medio de cultivo antes de determinar la cantidad de TGF1 en el medio de cultivo.

7. El método segun la reivindicacion 6, en donde la activacién del TGFB1 latente comprende afiadir un acido a
la muestra de medio de cultivo para reducir el pH del medio de cultivo.

8. El método segln la reivindicacién 7, en donde la etapa de determinacién comprende concentrar la muestra
de medio de cultivo antes de reducir el pH.

9. El método seguln la reivindicaciéon 7 u 8, en donde, después de la adicién del acido, el medio de cultivo se
neutralizaaunpHde 7.2a7.6.

10. Una poblacién de células humanas aisladas enriquecidas para células precursoras del linaje mesenquimal
(MPC) STRO-1* 0 TNAP* que liberan TGFR1 en el medio de cultivo en una cantidad de al menos 2800 pg/10°8
células, para su uso en el tratamiento, en donde la poblaciéon de células humanas aisladas se selecciona
mediante un método en laboratorio que comprende:

(i) cultivar y obtener una poblacién de MPC humanas enriquecidas para MPC STRO-1" o TNAP?;

(ii) determinar la cantidad de TGFB1 liberada por las MPC humanas en el medio de cultivo; y

(i) seleccionar para su uso en el tratamiento las MPC humanas que liberan TGF1 en el medio de cultivo en
una cantidad de al menos 2800 pg/10° células.

11. La poblacién de células humanas aisladas para uso segun la reivindicacién 10, en donde el tratamiento es
el tratamiento de una enfermedad del disco degenerativa.

12. La poblacién de células humanas aisladas para uso segun la reivindicacién 10 o la reivindicacién 11, que
comprende ademés un criopreservante.

13. La poblacidén de células humanas aisladas para uso seguln la reivindicaciéon 12 que comprende ademas
hialuronano.
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