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DESCRIPCION
Medio para formar colonias y uso de este
Campo de la invencién

La invencién se refiere a un método para diferenciar una célula madre pluripotente humana (PSC) en una célula madre
mesenquimal (MSC), y a composiciones Utiles para tal diferenciacion.

Antecedentes de la invencion

Las células madre pluripotentes (PSC), en particular las PSC humanas, que incluyen células madre embrionarias
(ESC) y células madre pluripotentes inducidas (iPSC), proporcionan la oportunidad de estudiar el desarrollo humano
in vitro y desarrollar nuevos productos terapéuticos basados en células. El uso de PSC como material de inicio para
la fabricacién de productos terapéuticos tiene varias ventajas, que incluyen el potencial para fabricar un nimero
virtualmente ilimitado de células a partir de un solo banco de células, como resultado de la capacidad de las PSC para
reproducirse indefinidamente in vitro, y diferenciarse en cualquier tipo celular.

La mayoria de los protocolos diferencian las PSC humanas cultivadas en fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) o
MATRIGEL®, una preparacién de membrana basal solubilizada extraida del sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS). Se ha descrito un medio y una matriz libres de xendgenos, definidos quimicamente, para la derivacién
y el mantenimiento de PSC humanas. Se ha descrito, ademas, un protocolo de diferenciacion dirigido a que sea libre
de xendgeno, definido quimicamente, para derivar progenitores hematopoyéticos a partir de PSC humanas en la
patente de los Estados Unidos 2014/0273211 A1.

En particular, la patente de los Estados Unidos 2014/0273211 A1 describe un método para diferenciar células madre
pluripotentes humanas que comprende: (a) proporcionar células madre pluripotentes humanas; y (b) cultivar las células
madre pluripotentes humanas bajo condiciones hipdxicas en un medio de cultivo que comprende FGF2, BMP4,
Activina A, y LiCl por un periodo de aproximadamente dos dias para formar una poblacidén celular de células de
mesodermo primitivo £M7in"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con potencial de mesenquimoangioblasto. La patente de los
Estados Unidos 2014/0273211 A1 ademas describe un medio de cultivo libre de xenégeno para diferenciar las células
madre pluripotentes humanas, que comprende medio IF9S suplementado con: aproximadamente 50 a
aproximadamente 250 ng/mL de BMP4; aproximadamente 10 a aproximadamente 15 ng/mL de Activina A,
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 ng/mL de FGF2; y aproximadamente 1 mM a aproximadamente 2 mM
de LiCl.

Sin embargo, la patente de los Estados Unidos 2014/0273211 A1 no hace referencia a ninglin medio mejorado para
formar la colonia mesenquimal (M-CFM).

Las células madre mesenquimales (las MSC) son significativamente prometedoras como terapia celular y actualmente
se encuentran en ensayos clinicos para tratar numerosas enfermedades, incluida la enfermedad de injerto contra
hospedador. Las MSC derivadas a partir de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) tienen una ventaja Unica
sobre las MSC obtenidas directamente del origen, es decir, derivadas de tejidos tales como médula ésea, sangre del
cordén umbilical, tejido adiposo, porque la expansién in vitro de iPSC puede proporcionar un suministro virtualmente
ilimitado de MSC.

Sin embargo, a pesar de su promesa, persisten desafios en la produccién de las MSC in vitro, por ejemplo, aumentar
la produccion de escala de laboratorio a escala de buenas practicas de fabricacion (GMP), que para cualquier producto
biolégico no es ni facil ni necesariamente predecible, como se apreciara en la técnica.

De ello se desprende que existe la necesidad de métodos mejorados y escalables para diferenciar las PSC, lo que
incluye iPSC, en MSC.

Resumen

Los inventores han identificado una composicién especifica para un medio de diferenciacién que diferencia PSC a
MSC, en donde tales MSC poseen propiedades inmunosupresoras superiores en relacién a las MSC diferenciadas en
ausencia del medio de diferenciacién descrito en la presente descripcién. Ademas, el método es aplicable a escala
GMP, es decir, una escala suficiente para suministrar MSC para uso terapéutico.

En un primer aspecto, la invencidn proporciona un método para producir una MSC, método que comprende:

(a) cultivar una célula de mesodermo primitivo en un M-CFM que comprende LiCl y FGF2, pero que excluye
PDGF, bajo condiciones norméxicas por tiempo suficiente para que se forme una colonia mesenquimal; y

(b) cultivar la colonia mesenquimal de (a) adherentemente para producir la MSC,
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en donde la MSC de (b) tiene propiedades inmunosupresoras de células T superiores en relacién a una MSC que no
se produjo en dicho M-CFM.

La célula de mesodermo primitivo es una célula de mesodermo primitivo con potencial mesenquimoangioblasto que
tiene un fenotipo F¥7lin"KDR+APLNR+PDGFRalfa+.

En una modalidad, el tiempo suficiente para que se produzca la colonia mesenquimal es aproximadamente 8 dias a
aproximadamente 14 dias. En una modalidad, el tiempo suficiente para que se produzca la colonia mesenquimal es
12 dias.

En una modalidad, las propiedades inmunosupresoras de células T de la MSC se determinan en relacién a una MSC
producida por un método que comprende:

(a’) cultivar una célula de mesodermo primitivo en un medio que comprende FGF2 y opcionalmente PDGF, pero
excluye LiCl, bajo condiciones norméxicas por tiempo suficiente para que se forme una colonia mesenquimal; y

(b’) cultivar la colonia mesenquimal de (a’) adherentemente para producir la MSC.

En una modalidad, las propiedades inmunosupresoras de células T de la MSC se determinan en relacién a una MSC
producida a partir de una célula de mesodermo primitivo diferenciada a partir de una PSC en un medio de
diferenciaciéon que comprende FGF2, BMP4, Activina A, y LiCl bajo condiciones hipdxicas por aproximadamente
dos dias.

Esto proporciona una MSC producida por el método del primer aspecto y una poblacién de MSC, que comprende la
MSC del primer aspecto y una composicién terapéutica que comprende la MSC, o la poblacién de MSC, asi como
también un estuche que comprende un contenedor que contiene la MSC o la poblacién de MSC, o la composicién
terapéutica.

La invenciéon ademas proporciona un medio para formar la colonia mesenquimal (M-CFM), que comprende
aproximadamente 1 mM de LIiCl, y aproximadamente 5 ng/mL a aproximadamente 100 ng/mL de FGF2, o
aproximadamente 10 ng/mL a aproximadamente 50 ng/mL de FGF2, aproximadamente 10 ng/mL de FGF2, o
aproximadamente 20 ng/mL de FGF2, pero excluye PDGF o una composicién que comprende LiCl y FGF2, pero
excluye PDGF, que, cuando se mezclan con un liquido que comprende agua, produce un M-CFM que comprende
aproximadamente 1 mM de LIiCl, y aproximadamente 5 ng/mL a aproximadamente 100 ng/mL de FGF2, o
aproximadamente 10 ng/mL a aproximadamente 50 ng/mL de FGF2, aproximadamente 10 ng/mL de FGF2, o
aproximadamente 20 ng/mL de FGF2, pero excluye PDGF.

Ademas, se describe un método para diferenciar una célula madre pluripotente (PSC) en una célula madre
mesenquimal (MSC), método que comprende:

(a) cultivar la PSC en un medio de diferenciacién que comprende FGF2, BMP4, Activina A, y LIiCl bajo
condiciones hipéxicas por aproximadamente dos dias para formar una célula de mesodermo primitivo;

(b) reemplazar el medio de diferenciacién de (a) con un medio para formar la colonia mesenquimal (M-CFM) que
comprende LiCl y FGF2, pero excluye PDGF;

(c) cultivar la célula de mesodermo primitivo de (b) en el M-CFM de (b) bajo condiciones norméxicas por tiempo
suficiente para que se forme una colonia mesenquimal; y

(d) cultivar la colonia mesenquimal de (c¢) adherentemente para producir la MSC,

en donde la MSC tiene propiedades inmunosupresoras de células T superiores en relaciéon a una MSC que no se
produjo en dicho medio.

En una modalidad, el método anterior ademés comprende:

(e) expandir la MSC de (d).

La célula de mesodermo primitivo es una célula de mesodermo primitivo con potencial de mesenquimoangioblasto
(MCA). En una modalidad, la célula de mesodermo primitivo con potencial de MCA es una célula de mesodermo
primitivo ¥in"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con potencial de MCA.

En una modalidad, el tiempo suficiente para que se forme una colonia mesenquimal es aproximadamente 8 dias a

aproximadamente 14 dias. En una modalidad, el tiempo suficiente para que se forme una colonia mesenquimal es
aproximadamente 12 dias.
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En una modalidad, las propiedades inmunosupresoras de células T de la MSC se determinan en relacién a una MSC
producida a partir de una célula de mesodermo primitivo cultivada en un medio que comprende FGF2 y opcionalmente
PDGF, pero excluye LiCl.

En una modalidad, las propiedades inmunosupresoras de células T de la MSC se determinan en relacién a una MSC
producida a partir de una célula de mesodermo primitivo diferenciada a partir de una PSC en un medio de
diferenciaciéon que comprende FGF2, BMP4, Activina A, y LiCl bajo condiciones hipdxicas por aproximadamente
dos dias.

Breve descripcion de las figuras

Las modalidades de la presente invencién se describen mas abajo, a modo de ejemplo solamente, con referencia a
las figuras adjuntas en las que

La Figura 1 es una secuencia de amino acidos (sec. con num. de ident.: 1) que representa un polipéptido que como
un homodimero es un ejemplo de Activina A humana.

La Figura 2 es una secuencia de aminoécido (sec. con nim. de ident.: 2) que representa un polipéptido que como un
homodimero es un ejemplo de BMP4 humano. La sec. con nim. de ident.: 2 corresponde a los amino acidos 303 a
408 de una secuencia de amino &cidos del precursor BMP4 de longitud completa.

La Figura 3 es una secuencia de aminoacido (sec. con num. de ident.: 3) que representa un polipéptido que es un
ejemplo de una cadena alfa1 de coladgeno humano de tipo I. El colageno humano de tipo | (colageno I) es un trimero
de triple hélice que en un ejemplo tiene dos cadenas alfal representadas por la sec. con nim. de ident.: 3 y un cadena
alfa2. La sec. con num. de ident.: 3 corresponda a los amino acidos 162 a 1218 de un precursor de la cadena alfa1
del coldgeno de tipo | de longitud completa.

La Figura 4 es una secuencia de aminoéacido (sec. con num. de ident.: 4) que representa un polipéptido que es un
ejemplo de una cadena alfal del colageno de tipo IV humano. El coldgeno de tipo IV humano (colageno V) es un
heterotrimero de triple hélice que en un ejemplo comprende una cadena alfal representada por la sec. con nim. de
ident.: 4. La sec. con nium. de ident.: 4 corresponde a los amino acidos 173 a 1669 de un precursor de la cadena alfa1
del coladgeno tipo IV de longitud completa.

La Figura 5 es una secuencia de aminoacidos (sec. con nim. de ident.: 5) que representa un polipéptido que es un
ejemplo de FGF2 humano.

La Figura 6 es una secuencia de aminoacidos (sec. con nim. de ident.: 6) que representa un polipéptido que como
dimero es un ejemplo de fibronectina humana. La sec. con nim. de ident.: 6 corresponde a los amino 4acidos 32 a
2446 de un precursor de fibronectina de longitud completa.

La Figura 7 es una secuencia de aminoécidos (sec. con num. de ident.: 7) que representa un polipéptido que como un
homodimero es un ejemplo de PDGF humano (PDGF-BB). La sec. con nium. de ident.: 7 corresponde a los amino
acidos 82 a 190 de un precursor de la subunidad B del PDGF de longitud completa.

La Figura 8 es una secuencia de aminoécidos (sec. con num. de ident.: 8) que representa un polipéptido que como un
hexamero es un ejemplo de tenascina C humana. La sec. con nim. de ident.: 8 corresponde a los amino acidos 23 a
2201 de un precursor de tenascina C de longitud completa.

La Figura 9 es un grafico que representa un analisis de los componentes principales de la expresiéon de miRNA de una
MSC de la descripcién y otras 71 muestras de MSC obtenidas por medios diferentes del presente método. AD, adiposo
(m); BM, médula 6sea (¢); iPSC_MSC, MSC de la descripcidén (A); iPSC, iPSC antes de la diferenciacién a una MSC
de la descripcién (+).

La Figura 10 es una representacién esquematica del estudio del ejemplo 6.

La Figura 11 es una representacién esquematica de la histologia del estudio del ejemplo 6.

La Figura 12 comprende fotomicrografias fluorescentes del injerto (tincién del nlcleo humano) de las MSC en los
corazones del ejemplo 6. La tincién del nicleo humano se realizé a todos los niveles en VI med (criosecciones). No
hubo evidencias de injerto celular en el dia 28. La tincién de la mitocondria humana se realiz6 en el VI basal (secciones

de parafina). No hubo evidencias de injerto celular en el dia 28.

La Figura 13 muestra la evaluacidn funcional (TTE) y comprende ejes cortos de imagenes en modo M de los corazones
de los receptores de vehiculo, BM MSC, y PSC-MSC del ejemplo 6 en el momento inicial y a 1 mes. Las imagenes
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muestran una dilatacién ventricular reducida y una contractilidad ventricular aumentada en los receptores de PSC-
MSC en comparacidn con los receptores de vehiculo y BM MSC.

La Figura 14 muestra la evaluacién funcional (TTE) y comprende graficos de lineas que muestran evaluaciones
individuales y graficos de columna que muestran la evaluacién del grupo del acortamiento fraccional (FS) de los
corazones infartados del ejemplo 6. En el grupo vehiculo, el FS al inicio fue mas alto en 1 rata inyectada con el vehiculo,
pero en general, no hubo cambios o fueron minimos en el FS en el dia 28 en comparacién al dia 0, excepto por 1 rata
(aumento medio 1,39 %). En el grupo BM MSC, 3/3 ratas tuvieron peor FS en el dia 28 en comparacién con el dia 0
(disminucién media 2,3 %). En el grupo PSC-MSC, 4/4 ratas tuvieron aumento en FS en el dia 28 en comparacién con
el dia 0 (aumento medio 5,48 %).

La Figura 15 comprende fotomicrografias que muestran el tamafio de la cicatriz por medio del uso de la tincién con
picosirius rojo en los ratones infartados del ejemplo 6. Las imagenes muestran una reduccidén obvia en el tamafio de
la cicatriz por medio del uso de la tincién con picosirius rojo en los grupos tratados con PSC-MSC en comparacion al
vehiculo y a lo grupos tratados con BM-MSC.

La Figura 16 comprende fotomicrografias fluorescentes que evalGan la angiogénesis (tincion VWF) en los corazones
del ejemplo 6. Las imagenes no mostraron diferencias en el tamafio y el nUmero de vasos entre los grupos.

La Figura 17 es una representacién esquematica de un estudio similar al ejemplo 6.

La Figura 18 es una grafica de dispersion del porcentaje de cambio del peso en el dia +19 de los ratones del ejemplo
7 en relacién a GvHD.

La Figura 19 es un gréfico de lineas que muestra la severidad de la enfermedad GvHD en los ratones del ejemplo 7.
La Figura 20 es un gréfico de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia a GvHD de los ratones del ejemplo 7.
Descripcion detallada

Los inventores han definido un protocolo de diferenciacién mejorado, libre de xenégenos, definido quimicamente, que
incluye en particular un protocolo mejorado para formar colonias mesenquimales, libre de xenégenos, definido
quimicamente. Sorpresivamente, los protocolos mejorados proporcionan MSC con propiedades inmunosupresoras
superiores cuando se comparan a los protocolos de diferenciacién y para formar colonias mesenquimales existentes.

Al desarrollar el protocolo de diferenciacién mejorado libre de xendgenos, definido quimicamente, que incluye el
protocolo para formar colonias mesenquimales, los inventores investigaron varias variables, que incluyen: presencia/
ausencia de PDGF; presencia/ ausencia de LiCl; baja/alta concentracién de Activina A; y baja/ alta densidad
de siembra.

PDGF se probé porque se afirmé en la patente de los Estados Unidos 7.615.374 que “PDGF-BB mejoraba el
crecimiento de las células mesenquimales, pero no era esencial para la formacién de colonias™. Sorprendentemente,
sin embargo, los inventores describen en la presente descripcidn que contrario a esta ensefianza anterior, la ausencia
de PDGF gener6 MSC con propiedades inmunosupresoras superiores en relaciéon a MSC generadas por diferenciacién
en medio que comprende PDGF.

Con respecto a la Activina A, los inventores sorprendentemente encontraron que la inmunosupresién mejor6 en las
MSC diferenciadas en el medio que comprende la concentracién de Activina A mas baja en relacién a la concentracion
de Activina A mas alta.

LiCl activa la sefializacién mediada por Whnt y se incluye en el medio de diferenciacién para mejorar la induccién a
mesodermo durante las primeras 48 horas de diferenciacién, lo que se entiende en la técnica.

Sin embargo, antes de la presente invencién, no se habia usado LiCl en un M-CFM para mejorar la formacion de
colonias en cultivos clonogénicos. Nuevamente, esto fue una ventaja sorpresiva del método descrito en la presente
descripcién.

En concordancia, en la presente descripcién se describen métodos para diferenciar PSC (por ejemplo ESC humanas
o iPSC humanas) bajo condiciones definidas. Tal diferenciacién proporciona una MSC o poblaciones de MSC que
pueden ser una fuente para estudios funcionales de estos linajes asi como una fuente para terapias clinicas.

La habilidad de las MSC para ejercer efectos inmunomoduladores/ inmunosupresores, en particular suprimir a las
células T, se cree que es central para los efectos terapéuticos de las MSC en un amplio intervalo de condiciones, lo
que incluye GvHD, desérdenes inmunitarios que incluyen desérdenes autoinmunes, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades ortopédicas y rechazo de trasplante de érganos sélidos. Algunos ejemplos especificos incluyen, quistes
6seos, neoplasmas éseas, fracturas, defectos de los cartilagos, osteoartritis, lesién de los ligamentos, osteogénesis
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imperfecta, osteonecrosis, osteoporosis, anemia aplastica, sindrome mielodisplastico; diabetes de Tipo 1, diabetes de
Tipo 2, hepatitis autoinmune, cirrosis del higado, fallo del higado, cardiomiopatia dilatada, fallo cardiaco, infarto del
miocardio, isquemia del miocardio, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, quemaduras, epidermolisis bullosa, lupus
eritematoso, artritis reumatoide, enfermedad de Sjogren, esclerosis sistémica, displasia broncopulmonar, enfermedad
obstructiva crénica de las vias respiratorias, enfisema, fibrosis pulmonar, ALS, enfermedad de Alzheimer, lesién
cerebral, ataxia, enfermedad degenerativa del disco, atrofia de mlltiples sistemas, esclerosis multiple, enfermedad de
Parkinson, retinitis pigmentosa, enfermedad de Romberg, lesiéon de la médula espinal, infarto, distrofia muscular,
isquemia de las extremidades, lesién del rifién, lupus nefritis, endometriosis y complicaciones de trasplante de médula
6sea u érgano soélido,

Se piensa que las MSC realizan un papel critico en la cura de lesiones y han mostrado ser efectivas en el tratamiento
de las lesiones de tejidos y las enfermedades degenerativas, que incluyen las del sistema digestivo, por ejemplo en la
cirrosis del higado, en el fallo del higado, en el sistema musculoesquelético, en el tejido periodontal, en la isquemia
critica de las extremidades en la diabetes, en la osteonecrosis, en enfermedades relacionadas con las quemaduras,
en el infarto del miocardio, en el dafio de la cérnea, en el cerebro, en la médula ésea, en los pulmones, y en el
tratamiento de la exposicién a radiaciones.

Las MSC han mostrado resultados terapéuticos en desérdenes inmunitarios, que incluyen la enfermedad del injerto
contra el hospedero, el lupus eritematoso sistémico (SLE), la enfermedad de Crohn, atrofia de multiples sistemas,
esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, y el infarto.

Las MSC han mostrado ejercer actividades inmunosupresoras contra las células T, las células B, las células
dendriticas, los macréfagos, y las células asesinas naturales. Mientras no deseamos atarnos a la teoria, el mecanismo
subyacente puede comprender mediadores inmunosupresores, por ejemplo éxido nitrico, la indoleamina 2,3,
dioxigenasa, la prostaglandina E2, la proteina del gen 6 inducible por el factor de necrosis tumoral, CCL-2, y el ligando
1 de muerte programada. Estos mediadores se expresan a un bajo nivel hasta que se estimulan, por ejemplo, por una
citoquina inflamatoria, tal como IFNy, TNFa, e IL-17.

Las MSC pueden injertarse en tejidos dafiados después de la administracién y la migracién.

Las MSC pueden administrarse sistémicamente o periféricamente, por ejemplo, por rutas que incluyen la intravenosa
(IV), intrauterina, intramuscular, intraperitoneal, intracerobroespinal, subcutdnea (SC), intra-articular, intrasinovial,
intratecal, intracoronaria, transendocardial, implante quirtrgico, tépica e inhalacién (por ejemplo, intrapulmonarmente).
Las MSC pueden administrarse en combinacién con un soporte de un material biocompatible.

Las MSC pueden administrarse antes, durante o después de la progresién de la enfermedad. En una modalidad, las
MSC se administran durante la inflamacién. Las MSC pueden administrarse (a) como una medida preventiva, (b) tan
pronto como se diagnostica una condicidn relevante, (¢) cuando fallan otro tratamientos, y/o (d) cuando una condicién
avanza a un grado predefinido de severidad.

En una modalidad, las MSC obtenidas se pretratan antes de la administracion. El pretratamiento puede ser con un
factor de crecimiento o por edicién genética, por ejemplo, cuando un factor de crecimiento puede prepararala MSCy
la edicién genética puede conferir una nueva propiedad terapéutica a la MSC.

A menos que se defina de otra manera en esta especificacién, los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcién tienen el mismo significado cominmente entendido por la persona experta en la técnica a la que pertenece
esta invencién y por referencia a textos publicados.

Debe notarse que el término “un” o “una” se refiere a uno o mas, por ejemplo, “una molécula,” se entiende que

representa una o mas moléculas. Como tal, los términos “un” o “una”, “uno o méas”, y “al menos uno” pueden usarse
indistintamente en la presente descripcién.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcién de la invencion, excepto cuando el contexto lo requiera de otra
manera debido al lenguaje expreso o implicaciones necesarias, la palabra “comprender” o variaciones tales como
“comprende” o “que comprende” se usan en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las
caracteristicas establecidas, pero no excluye la presencia o adicién de caracteristicas adicionales en varias
modalidades de la invencién.

El término “aproximadamente” como se usa en la presente descripcién contempla un intervalo de valores para un
ndimero dado de 25 % la magnitud de aquel nimero. En otras modalidades, el término “aproximadamente” contempla
un intervalo de valores para un nimero dado de 20 %, £15 %, 10 %, o 5 % la magnitud de aquel nimero. Por
ejemplo, en una modalidad, “aproximadamente 3 gramos™ indica un valor de 2,7 a 3,3 gramos (es decir, 3 gramos
+10 %), y lo similar.

Similarmente, mientras los procesos de diferenciacion incluyen eventos ordenados, secuenciales, el momento de los
eventos puede variar por al menos 25 %. Por ejemplo, mientras una modalidad particular puede describir que una
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etapa puede durar al menos un dia, el evento puede durar mas o menos de un dia. Por ejemplo, “un dia” puede incluir
un periodo de aproximadamente 18 a aproximadamente 30 horas. En otras modalidades, los periodos pueden variar
por 20 %, +15 %, £10 %, 0 +5 % de aquel periodo de tiempo. Los periodos de tiempo indicados que son periodos de
multiples dias pueden ser mdultiplos de “un dia,” tal como, por ejemplo, dos dias puede abarcar un periodo de
aproximadamente 36 a aproximadamente 60 horas, y lo similar. En otra modalidad, la variacién del tiempo puede
disminuirse, por ejemplo, donde el dia 2 es 48+3 horas a partir del dia O; dia 4 es 963 horas a partir del dia 0, y dia
5 es 120 horas+3 horas a partir del dia 0.

Como se usa en la presente descripcion, “células madre pluripotentes™ o “PSC” se refiere a una célula que tiene la
habilidad de reproducirse por si misma indefinidamente, y diferenciarse a cualquier otro tipo de célula. Hay dos tipos
principales de células madre pluripotentes: células madre embrionarias (ESCs) y células madre pluripotentes inducidas
(iPSC).

Como se usa en la presente descripcion, “células madre pluripotentes inducidas™ o “iPSC” se refiere a una célula
similar a ESC derivada a partir de células adultas. Las iPSC tienen caracteristicas muy similares a las ESC, pero evitan
las preocupaciones éticas asociadas con las ESC, ya que las iPSC no se derivan de embriones. En su lugar, las iPSC
tipicamente se derivan a partir de una célula adulta completamente diferenciada que se ha “reprogramado” de regreso
a un estado pluripotente.

Las iPSC humanas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, iPSC 19-9-7T, MIRJT6i-mND1-4 y MIRJT7i-mND2-0
derivadas a partir de fibroblastos e iPSC BM119-9 derivada a partir de células mononucleares de médula 6sea. Otras
iPSC adecuadas pueden obtenerse a partir del Cellular Dynamics International (CDI; Nasdaq: ICEL) de Madison, WI,
Estados Unidos.

En algunas modalidades, las PSC se siembran a una densidad inicial de aproximadamente 5000 células/cm? a
aproximadamente 15.000 células/cm?, por ejemplo, 8000 células/cm? 7000 células/cm? 8000 células/cm? 9000
células/cm?, 10.000 células/cm?, 11.000 células/cm?, 12.000 células/cm?, 13.000 células/cm?, o 14.000 células/cm?.

En una modalidad, el tiempo suficiente para que se produzca la colonia mesenquimal es aproximadamente 8 dias a
aproximadamente 14 dias. En una modalidad, el tiempo suficiente para que se produzca la colonia mesenquimal es
aproximadamente 10 dias a aproximadamente 14 dias. En una modalidad, el tiempo suficiente para que se produzca
la colonia mesenquimal es aproximadamente 11 dias a aproximadamente 13 dias. En una modalidad, el tiempo
suficiente para que se produzca la colonia mesenquimal es aproximadamente 8 dias, aproximadamente 9 dias,
aproximadamente 10 dias, aproximadamente 11 dias, aproximadamente 13 dias, o aproximadamente 14 dias. En una
modalidad, el tiempo suficiente para que se produzca la colonia mesenquimal es aproximadamente 12 dias.

Como se usa en la presente descripcion, “célula de mesodermo primitivo ““™7lin"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con
potencial de mesenquimoangioblasto (MCA)” se refiere a una célula que expresa los genes tipicos del mesodermo
primitivo extraembrionario de la estria y la placa lateral. Estas células tienen el potencial para formar colonias de
mesenquimoangioblastos (MCA) y hemangioblastos en medio libre de suero en respuesta a FGF2. Segun el método
de la presente invencion, estas células se convierten en células madre mesenquimales (MSC).

El término E"Hlin— denota la falta de expresién de los marcadores endoteliales CD31, VE-caderina, marcadores
mesenquimales/endoteliales CD73 y Cd105, y los marcadores hematopoyéticos CD43 y CD45.

Como se usa en la presente descripcién, “mesénquima” o “mesenquimal” se refiere al tejido conectivo embrionario
que se deriva a partir del mesodermo y que se diferencia a tejido hematopoyético (linfatico y sistema circulatorio) y
tejido conectivo, tal como hueso y cartilago. Sin embargo, las MSC no se diferencian a células hematopoyéticas.

Como se usa en la presente descripcién, “colonia mesenquimal” se refiere a progenitores mesenquimales CD73- que
preceden a las verdaderas MSC. Se requiere cultivo adherente adicional de las colonias mesenquimales, por ejemplo,
sobre placas recubiertas con fibronectina/colageno, para producir las MSC CD73+.

Como se usa en la presente descripcidn, “célula madre mesenquimal” o “MSC” se refiere a un tipo particular de célula
madre que puede aislarse a partir de una amplia gama de tejidos, lo que incluye médula 4sea, tejido adiposo (grasa),
placenta y sangre de cordén umbilical. Las MSC se conocen ademés como “células estromales mesenquimales™.
Segun el método de la presente invencién, las MSC se forman a partir de célula de mesodermo primitivo
EMH|in"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con potencial de mesenquimoangioblasto (MCA).

Las MSC secretan moléculas bioactivas tales como citoquinas, quemoquinas y factores de crecimiento y tienen la
habilidad de modular al sistema inmune. Se ha mostrado que las MSC facilitan la regeneracién y ejercen su efecto
sobre el sistema inmune sin depender del injerto. En otras palabras, las propias MSC no necesariamente se incorporan
dentro del hospedero- sino méas bien ejercen sus efectos y después se eliminan en un corto periodo de tiempo. Sin
embargo, las MSC pueden injertarse.
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Las MSC terapéuticas pueden ser “autélogas™ o “alogénicas”. Como se usa en la presente descripcién, “autélogas”
significa que un paciente se trata con sus propias células aisladas a partir de la médula 6sea o tejido adiposo, por
ejemplo, mientras que “alogénica” significa que las células de un donante se usan para tratar otra persona. Segun la
presente descripcion, las MSC alogénicas se derivan a partir de un donante via una iPSC.

No se ha mostrado que las MSC alogénicas causen reacciones inmunes en otras personas, por lo que no requieren
compatibilidad inmune del donante con el receptor. Esto tiene importantes ventajas comerciales.

Como se usa en la presente descripcién, “mesenquimoangioblasto” o “MCA” se refiere a una célula que es un
precursor de MSC. Una MSC puede producirse por el método de la invencién.

Como se usa en la presente descripcién, “diferenciar” se refiere al proceso del cambio de una célula de un tipo celular
a otro, en particular un tipo de célula menos especializada que se convierte en un tipo de célula mas especializada.

Como se usa en la presente descripcidén, “medio” o su plural “medios™ se refiere a un liquido o gel disefiado para
sostener el crecimiento de células. En algunas modalidades, el medio de cultivo celular comprende un medio IF9S. En
algunas modalidades, el medio emplea un suplemento de medio concentrado 9S, en donde la dilucién del suplemento
de medio concentrado 9S en un medio base IMDM/F12 rinde un medio de cultivo celular IF9S. El suplemento de medio
concentrado 9S comprende 9 suplementos como sigue: Sal de L-acido ascérbico 2-fosfato Mg?*, 1-tioglicerol
(monotioglicerol), selenito de sodio adicional, alcohol polivinilico, GLUTAMAX™ (o glutamina), amino acidos no
esenciales, concentrado de lipidos quimicamente definido, holo-transferrina, e insulina. En algunas modalidades, el
suplemento de medio concentrado 9S comprende cada componente a una concentracién 10x a 1000x de la
concentracién de trabajo final una vez diluido en el medio base. En una modalidad, un medio IF9S comprende IMDM,
F12y 9S como sigue: IMDM 0,5x, F12 0,5x, bicarbonato de sodio 2,1 mg/mL, sal de L-&cido ascorbico 2-fosfato Mg2*
(64 pg/mL), 1-tioglicerol(50 pg/mL (460 uM, 40 uL/L)), selenito de sodio (adicional a cualquiera presente en el medio
base; 8,4 ng/mL), alcohol polivinilico (10 mg/mL), GLUTAMAX™ (1x), amino acidos no esenciales(1x), concentrado
de lipidos quimicamente definido (1x), Holo-Transferrina (10,6 pg/mL), e insulina (20ug/mL).

Aunque el medio descrito en este momento puede incluir componentes especificos (por ejemplo morfégenos,
pequefias moléculas, y citoquinas hematopoyéticas), se contempla que otros componentes con propiedades iguales,
equivalentes, o similares puedan usarse adicionalmente a o en lugar de aquellos descritos, como se conoce en
la técnica.

En algunas modalidades, los componentes de un medio IF9S pueden sustituirse. Por ejemplo, el &cido ascérbico y el
1-tioglicerol pueden sustituirse con un suplemento opcional de un compuesto y/o un compuesto que contenga tiol con
propiedades antioxidantes. El GLUTAMAX™ puede reemplazarse con un suplemento opcional de L-glutamina. Los
“amino acidos no esenciales”, que es un término general para los amino acidos que el cuerpo humano puede producir
a partir de otros amino acidos, pueden reemplazarse con un suplemento opcional de amino 4cidos. El “concentrado
de lipidos quimicamente definido”, que es una solucién especificamente distribuida por Life Technologies, puede
reemplazarse con un suplemento opcional de lipidos. El selenito, la insulina, y la holo-transferrina adicionales pueden
reemplazarse con cualquier suplemento insulina-transferrina-selenito. El alcohol polivinilico puede reemplazarse con
un suplemento opcional de un compuesto espesante de medio biol6gicamente inactivo.

Como se usa en la presente descripcién, “medio de diferenciacién” se refiere a un medio disefiado para sostener la
diferenciaciéon de células, que es, sostener el proceso de una célula que cambia de un tipo celular a otro. Segun el
método de la presente invencion, un medio de diferenciacidén se usa para sostener el proceso de cambio de una célula
PSC humana en una célula de mesodermo primitivo E¥9in"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con potencial de
mesenquimoangioblasto (MCA).

En algunas modalidades, la concentracion, en el medio de diferenciaciéon de: BMP4 es aproximadamente 10 ng/mL a
aproximadamente 250 mg/mL; Activina A es aproximadamente 1 ng/mL a aproximadamente 15 ng/mL; FGF2 es
aproximadamente 5 ng/mL a aproximadamente 50 ng/mL; y LiCl es aproximadamente 1 mM a aproximadamente
2 mM.

En algunas modalidades, la concentracién de BMP4 en el medio de diferenciacién es aproximadamente 10 ng/mL,
aproximadamente 15 ng/mL, aproximadamente 20 ng/mL, aproximadamente 25 ng/mL, aproximadamente 30 ng/mL,
aproximadamente 35 ng/mL, aproximadamente 40 ng/mL, aproximadamente 45 ng/mL, aproximadamente 50 ng/mL,
aproximadamente 60 ng/mL, aproximadamente 70 ng/mL, aproximadamente 80 ng/mL, aproximadamente 90 ng/mL,
aproximadamente 100 ng/mL, aproximadamente 110 ng/mL, aproximadamente 120 ng/mL, aproximadamente
130 ng/mL, aproximadamente 140 ng/mL, aproximadamente 150 ng/mL, aproximadamente 160 ng/mL,
aproximadamente 170 ng/mL, aproximadamente 180 ng/mL, aproximadamente 190 ng/mL, aproximadamente
200 ng/mL, aproximadamente 210 ng/mL, aproximadamente 220 ng/mL, aproximadamente 230 ng/mL,
aproximadamente 240 ng/mL, o aproximadamente 250 ng/mL.

La concentracién de Activina A en el medio de diferenciacién puede ser aproximadamente 1 ng/mL, aproximadamente
2 ng/mL, aproximadamente 3 ng/mL, aproximadamente 4 ng/mL, aproximadamente 5 ng/mL, aproximadamente
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6 ng/mL, aproximadamente 7 ng/mL, aproximadamente 8 ng/mL, aproximadamente 9 ng/mL, aproximadamente
10 ng/mL, aproximadamente 11 ng/mL, aproximadamente 12 ng/mL, aproximadamente 13 ng/mL, aproximadamente
14 ng/mL, o aproximadamente 15 ng/mL.

La concentracién de FGF2 en el medio de diferenciaciéon puede ser aproximadamente 1 ng/mL, aproximadamente
5 ng/mL, aproximadamente 10 ng/mL, aproximadamente 15 ng/mL, aproximadamente 20 ng/mL, aproximadamente
25 ng/mL, aproximadamente 30 ng/mL, aproximadamente 35 ng/mL, aproximadamente 40 ng/mL, aproximadamente
45 ng/mL, o aproximadamente 50 ng/mL.

La concentracién de LiCl en el medio de diferenciacién puede ser aproximadamente 0,5 mM, aproximadamente
0,6 mM, aproximadamente 0,7 mM, aproximadamente 0,8 mM, aproximadamente 0,9 mM, aproximadamente 1 mM,
aproximadamente 1,1 mM, aproximadamente 1,2 mM, aproximadamente 1,3 mM, aproximadamente 1,4 mM,
aproximadamente 1,5 mM, aproximadamente 1,6 mM, aproximadamente 1,7 mM, aproximadamente 1,8 mM,
aproximadamente 1,9 mM, aproximadamente 2 mM, aproximadamente 2,1 mM, aproximadamente 2,2 mM,
aproximadamente 2,3 mM, aproximadamente 2,4 mM, o aproximadamente 2,5 mM. Preferentemente, como se
entiende en la técnica, la concentracién de LiCl en el medio de diferenciacién puede ser aproximadamente 2 mM.

En algunas modalidades, el medio de diferenciacién comprende un medio base, sal de L-acido-ascérbico 2-fosfato
Mg?*, 1-tioglicerol, selenito de sodio (adicional a cualquiera presente en el medio base), alcohol polivinilico,
GLUTAMAX™, amino &cidos no esenciales, concentrado de lipidos quimicamente definido, Holo-Transferrina, e
insulina. Medios base adecuados descritos en la presente descripcién incluyen, pero no se limitan a, Medio de Dulbeco
modificado de Iscove/F12 (IMDM/F12), medio base TeSR1(medio base mTeSR1™, Stem Cell Technologies) sin FGF2
y TGF-beta; medio base DF4S, que es medio Essential 8™ (Life Technologies; ademés conocido como medio “E8”)
sin FGF2 y TGF-beta, medio base 14S, que es base DF4S base con medio de Dulbeco modificado de Iscove (IMDM)
en lugar de DMEM/F12, y base IF4S es DF4S con IMDM/F12 en lugar de DMEM/F12. Preferentemente, el medio base
a usar es libre de albumina. IMDM/F12 es un medio sintético altamente enriquecido para cultivos celulares de alta
densidad, que proliferan rapidamente, con una mezcla de nutrientes afiadida. Tales medios se conocen por la persona
experta en la técnica.

En algunas modalidades, el medio al que se hace referencia en la presente descripcion como “IF9S”, comprende
IMDM/F12, sal de L-acido-ascorbico 2-fosfato Mg?*, 1-tioglicerol (monotioglicerol), selenito de sodio (adicional a
cualquiera presente en el medio), alcohol polivinilico, GLUTAMAX™, amino acidos no esenciales, concentrado de
lipidos quimicamente definido, Holo-transferrina, e insulina.

Como se usa en la presente descripcidn, “medio para formar la colonia mesenquimal (M-CFM)” se refiere a un medio
disefiado para sostener la formacién de colonias mesenquimales a partir de célula de mesodermo primitivo
EMH|in"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con potencial de mesenquimoangioblasto (MCA).

En algunas modalidades, la concentraciéon, en elM-CFM, de: LiCl es aproximadamente 1 mM y FGF2 es
aproximadamente 10 ng/mL; o LiCl es aproximadamente 1 mM y FGF2 es aproximadamente 20 ng/mL.

La concentracién de FGF2 en el M-CFM puede ser aproximadamente 1 ng/mL, aproximadamente 5 ng/mL,
aproximadamente 10 ng/mL, aproximadamente 15 ng/mL, aproximadamente 20 ng/mL, aproximadamente 25 ng/mL,
aproximadamente 30 ng/mL, aproximadamente 35 ng/mL, aproximadamente 40 ng/mL, aproximadamente 45 ng/mL,
o aproximadamente 50 ng/mL.

La concentracion de LiCl en el M-CFM puede ser aproximadamente 0,5mM, aproximadamente 0,6 mM,
aproximadamente 0,7 mM, aproximadamente 0,8 mM, aproximadamente 0,9 mM, aproximadamente 1 mM,
aproximadamente 1,1 mM, aproximadamente 1,2 mM, aproximadamente 1,3 mM, aproximadamente 1,4 mM,
aproximadamente 1,5 mM, aproximadamente 1,6 mM, aproximadamente 1,7 mM, aproximadamente 1,8 mM,
aproximadamente 1,9 mM, aproximadamente 2 mM, aproximadamente 2,1 mM, aproximadamente 2,2 mM,
aproximadamente 2,3 mM, aproximadamente 24 mM, o aproximadamente 2,5mM. Preferentemente, la
concentracién de LiCl en el M-CFM es 1 mM. Como se sefialé anteriormente, la inclusion de LiCl en un M-CFM para
mejorar la formacién de colonias en cultivo clonogénicos no se conocia antes de la presente invencidn y proporciona
claras ventajas para el método descrito en la presente descripcién sobre métodos conocidos en la técnica.

Como se hace referencia en la presente descripcion, el término “medio definido™ significa que la identidad y cantidad
de cada componente de un medio se conocen.

En algunas modalidades, el medio descrito en la presente descripcion comprende materiales xenogénicos. Como se
usa en la presente descripcién, “xendgeno” o “xenogénico” se refiere a materiales biolégicamente derivados, no
humanos. Sin embargo, los materiales xenogénicos pueden definirse. Por ejemplo, un material xenogénico puede ser
una proteina recombinante de origen xenogénico. En una modalidad, el medio de diferenciacién y/o el M-CFM
comprende uno 0 mas xenogénicos (por ejemplo, proteinas no humanas recombinantes).
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En algunas modalidades, el medio es o los medios son libres de xendgenos. Es de central importancia para las terapias
clinicas la ausencia de materiales xenogénicos en las poblaciones celulares derivadas, es decir, no células no
humanas, fragmentos de células, suero, proteinas, y los similares. En una modalidad, se obtienen células
diferenciadas libres de xen6genos por medio del uso de tenascina C o colageno IV, que esencialmente reemplazan el
contacto con las células OP9 usadas en sistema de diferenciacidn anteriores.

Ventajosamente, los medios definidos pueden ser libres de xenégenos, e incorporar proteinas humanas aisladas de
fuentes naturales, tales como a partir de la placenta u otros tejidos humanos, o que pueden producirse por medio del
uso de tecnologia recombinante. En algunas modalidades, todas las proteinas descritas en la presente descripcion
son humanas. En algunas modalidades, todas las proteinas usadas en el medio de diferenciacién son proteinas
humanas. En algunas modalidades todas las proteinas usadas en el medio M-CFM son proteinas humanas. En
algunas modalidades, todas las proteinas descritas en la presente descripcién son proteinas recombinantes humanas.
En algunas modalidades, todas las proteinas usadas en el medio de diferenciacién son proteinas recombinantes
humanas. En algunas modalidades todas las proteinas usadas en el medio M-CFM son proteinas recombinantes
humanas.

Todas las proteinas descritas en la presente descripcién se conocen por los expertos en la técnica, y la mayoria sino
todas las proteinas descritas en la presente descripcién estan disponibles comercialmente.

Los medios descritos en la presente descripciéon pueden ademas fabricarse en formas concentradas, lo que incluye
secos, que se diluyen antes del uso, tal como concentraciones 2%, 10x, 100x, o 1000x.

Como se usa en la presente descripcion, “cultivar” se refiere al proceso por el cual las células crecen bajo condiciones
controladas.

Las células no pueden mantenerse en cultivo indefinidamente debido a la creciente concentracién de metabolitos
téxicos, decreciente concentracién de nutrientes, y para las células en divisién, un nimero creciente de células. Como
se usa en la presente descripcion, “pasar” se refiere al proceso de producir un nuevo cultivo con concentraciones de
nutrientes frescas, metabolitos no tdxicos, y opcionalmente una densidad mas baja de células que en el cultivo
de origen.

En una modalidad, pasar comprende: cultivar la colonia mesenquimal por aproximadamente 3 dias; cultivar la colonia
mesenquimal sobre fibronectina y/o coldgeno |; y/o 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 pases. El nUmero de pases puede ser 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25. Preferentemente el nUmero de pases es 10 0 menos. Con
mayor preferencia, el nUmero de pases es 5 0 6.

Como se usa en la presente descripcién, “hipdxica” se refiere a condiciones en que la concentracién de oxigeno de
la mezcla de gases es aproximadamente 3 % Oz a aproximadamente 10 % Oz. En algunas modalidades, las
condiciones hipéxicas son aproximadamente 5 % Oz, pero pueden ser aproximadamente 4 % Oz, aproximadamente
6 % O2, aproximadamente 7 % Oz, aproximadamente 8 % Oz, o aproximadamente 9 % O2. En modalidades donde un
medio de cultivo celular se deja equilibrar en condiciones hipdxicas, el medio de cultivo celular se vuelve hipéxico
debido a la méas baja concentracién de oxigeno disuelto en el medio en comparacién a un medio de cultivo celular
equilibrado en condiciones normoéxicas.

Como se usa en la presente descripcién, “norméxica” se refiere a condiciones en las que la concentraciéon de oxigeno
de la mezcla de gases es aproximadamente 20 % Oz, pero puede ser aproximadamente 18 % Oz, aproximadamente
19 % Oz, aproximadamente 21 % Oz, o aproximadamente 22 % Oo.

Como se usa en la presente descripcion “AA” se refiere a Activina A. En una modalidad, la Activina A existe como un
homodimero de un polipéptido representado porla secuencia de amino &cidos proporcionada en la Figura 1 como sec.
con num. de ident.: 1.

Como se usa en la presente descripcién, “BMP4” se refiere la proteina morfogénica de hueso 4. En una modalidad,
BMP4 existe como un homodimero del polipéptido representado por la secuencia de amino 4cidos proporcionada en
la Figura 2 como sec. con nim. de ident.: 2.

En una modalidad, “colageno de tipo I” o0 “colageno I existe como un trimero de triple hélice que comprende dos de
los polipéptidos representados por la secuencia de amino acidos proporcionada en la Figura 3 como sec. con num. de
ident.: 3, y una tercera cadena de colageno |.

En una modalidad, “colageno de tipo IV 0 “colageno IV” existe como un heterotrimero de triple hélice que comprende

uno de los polipéptidos representados como la secuencia de amino 4cidos proporcionada en la Figura 4 como sec.
con num. de ident.: 4, y dos cadenas adicionales de coldgeno IV.
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Como se usa en la presente descripcion, “FGF2” se refiere al factor de crecimiento de fibroblastos 2, ademas conocido
como factor de crecimiento de fibroblastos bésico. En una modalidad, FGF2 existe como un polipéptido representado
como la secuencia de amino 4cidos proporcionada en la Figura 5 como sec. con nim. de ident.: 5.

En una modalidad, la fibronectina existe como un dimero del polipéptido representado por la secuencia de amino
acidos proporcionada en la Figura 6 como sec. con nim. de ident.: 6.

Como se usa en la presente descripcidén, “PDGF” se refiere al factor de crecimiento derivado de plaquetas. En una
modalidad, el PDGF existe como un homodimero del polipéptido de la subunidad B representado por la secuencia de
amino acidos proporcionada en la Figura 7 como sec. con nim. de ident.: 7 (PDGF-BB). Se describe en la presente
descripcién que suplementar el M-CFM con PDGF (10 ng/mL) durante el cultivo tiene un impacto negativo significativo
sobre la supresion inmune de las MSC derivadas de iPSC (reduccién de 4 veces).

En una modalidad, la “tenascina C” existe como un hexédmero del polipéptido representado por la secuencia de amino
acidos proporcionada en la Figura 8 como sec. con nim. de ident.: 8.

En algunas modalidades, las PSC humanas adherentes se cultivan sobre tenascina C o se proporcionan sobre un
sustrato tratado con tenascina C. En algunas modalidades, cualquiera de las células referidas anteriormente (por
ejemplo, PSC humanas, iPSC humanas) se cultivan sobre tenascina C. En algunas modalidades, cualquiera de las
células descritas se siembra sobre un sustrato tratado con una cantidad de tenascina C suficiente para adherir 10.000
células/cm? al sustrato. En algunas modalidades, la tenascina C es tenascina C humana (por ejemplo que comprende
una secuencia de amino acidos representada por sec. con nim. de ident.: 8. o proporcionada por el nimero de acceso
del GenBank CAA55309.1, o comercialmente disponible, por ejemplo, Millipore Num. de Cat. CC065). En algunas
modalidades, el sustrato se trata con tenascina C a una concentracion de al menos aproximadamente 0,25 ug/cm? a
aproximadamente 1 pg/cm?, por ejemplo, 0,3 ug/cm?, 0,4 ug/cm?, 0,5 pg/cm?, 0,6 ug/cm?, 0,7 ug/em?, 0,8 pg/cm?, o
0,9 ug/cm?. Las células pueden crecer sobre, por ejemplo, placas de cultivo celular recubiertas con tenascina C, placas
de cultivo celular multi pozo, o perlas microtransportadoras.

El uso de tenascina C y condiciones hipéxicas puede permitir la generacién de células de mesodermo primitivo
EMHin"KDR*APLNR*PDGFRalfa* con potencial de mesenquimoangioblasto (MCA) y células madre mesenquimales a
porcentajes més altos en comparacidn a las células cultivadas sobre colageno |V o células OP9, tal como mayor que
10 %, o mayor que aproximadamente 20 %, o mayor que aproximadamente 30 %, o mayor que aproximadamente
35 %, o mayor que aproximadamente 40 %, o mayor que aproximadamente 50 %, o mayor que aproximadamente
60 %, o mayor que aproximadamente 70 %, o mayor que aproximadamente 80 %, cuando se compara por estado
por plataforma.

Como se usa en la presente descripcion, “propiedades inmunosupresoras de células T superiores™ se refiere a la
capacidad de una MSC para producir una magnitud mayor de supresién de la proliferacién de linfocitos T auxiliadores
(CD4+), en relacibn a una referencia, por ejemplo segin se determina por medio del uso de un ensayo
de Inmunopotencia.

Propiedades inmunosupresoras de células T superiores pueden ser aproximadamente un 1% de aumento,
aproximadamente un 2 % de aumento, aproximadamente un 3 % de aumento, aproximadamente a 4 % de aumento,
aproximadamente a 5 % de aumento, aproximadamente a 6 % de aumento, aproximadamente a 7 % de aumento,
aproximadamente a 8 % de aumento, aproximadamente a 9 % de aumento, aproximadamente a 10 % de aumento,
aproximadamente a 20 % de aumento, aproximadamente a 30 % de aumento, aproximadamente a 40 % de aumento,
aproximadamente a 50 % de aumento, aproximadamente a 60 % de aumento, aproximadamente a 70 % de aumento,
aproximadamente a 80 % de aumento, aproximadamente a 90 % de aumento, aproximadamente a 100 %, o un
aumento mayor en las propiedades inmunosupresoras de células T en una MSC o una poblacién de MSC producidas
de acuerdo al método descrito en la presente descripcidn. Alternativamente, las propiedades inmunosupresoras de
células T superiores pueden ser aproximadamente un aumento de 2-veces, aproximadamente 3-veces,
aproximadamente 4-veces, aproximadamente 5-veces, aproximadamente 6-veces, aproximadamente 7-veces,
aproximadamente 8-veces, aproximadamente 9-veces, aproximadamente 10-veces, 0 mas en las propiedades
inmunosupresoras de las células T en una MSC o una poblacién de MSC producidas de acuerdo al método descrito
en la presente descripcién.

Un ensayo de Inmunopotencia adecuado usa una MSC irradiada de prueba (por ejemplo iPSC-MSC producida de
acuerdo al método descrito en la presente descripcién) y una MSC muestra de referencia irradiada, que se siembran
separadamente a varias concentraciones con leucocitos marcados con ester de succinimidil carboxifluoresceina
purificados a partir de sangre periférica de donante sano. Los linfocitos T auxiliadores (CD4+) que representan un
subconjunto de la muestra de referencia se estimulan por la adicién de anticuerpos CD3 y CD28. Las células T CD4
marcadas se enumeran por medio del uso de citometria de flujo para evaluar la proliferaciéon de células T. Los valores
IC50 se reportan como una funcién de la muestra de referencia. Un valor de IC50 més alto indica una magnitud mayor
de supresién de la proliferacién de los linfocitos T auxiliadores (CD4+) y asi es indicativo de propiedades
inmunosupresoras de células T superiores. Las muestras de MSC se irradian antes de usarse en este ensayo para
eliminar los factores que confunden su potencial proliferativo.
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Se apreciard por el experto en la técnica que la manera exacta de administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una MSC o una poblacién de MSC diferenciadas de acuerdo al presente método para
tratar una condicién, enfermedad o trastorno seréa a la discrecién del médico practicante. El modo de administracién,
que incluye dosificacién, combinacién con otros agentes, momento y frecuencia de administracién, y lo similar, puede
afectarse por el diagnéstico de la respuesta probable de un sujeto al tratamiento con la MSC o poblacién de MSC, asi
como también por la condicién e historia del sujeto.

Aunque se contempla particularmente que el método y su MSC o poblacién de MSC resultante descritos en la presente
descripcién son adecuados para el tratamiento médico en humanos, ellos ademas son aplicables al tratamiento
veterinario, que incluye el tratamiento de animales domésticos tales como caballos, ganado y ovejas, animales de

compafiia tales como perros y gatos, o animales del zoolégico tales como felinos, canidos, bévidos y ungulados.

Ejemplos

Ejemplo 1 — Reactivos

Tabla 1. Reactivos

Descripcion

Vendedor / Cat # o Ref #

Medio base DMEM/F12

Invitrogen / A1516901

Suplemento E8

Invitrogen / A1517101

vitronectina

Life Technologies / A14700

coladgeno IV

Sigma / C5533

Inhibidor ROCKH-1152

EMD Millipore / 555550

Inhibidor ROCK dihidrocloruro Y27632

Tocris / 1254

FGF2

Waisman Biomanufacturing / WC-FGF2-FP

SFM endotelial humano

Life Technologies / 11111-044

medio de expansidn de células madres hematopoyéticas linea

Sigma / 80192

madre |l

GLUTAMAX Invitrogen / 35050-061
insulina Sigma /19278

cloruro de litio (LiCl) Sigma / L4408
solucién de colageno | Sigma / C2249

fibronectina

Life Technologies / 33016-015

DMEM/F12 Invitrogen / 11330032
BMP4 recombinante humano Peprotech / 120-05ET
activina A Peprotech / 120-14E

Medio de Dulbeco modificado de Iscove (IMDM)

Invitrogen / 12200036

Mezcla de nutrientes F12 de Ham

Invitrogen / 21700075

bicarbonato sédico Sigma / S5761
Fosfato de acido L-ascérbico 2 Mg?* Sigma / A8960
1-tioglicerol Sigma / M6145
selenito de sodio Sigma / S5261

amino acidos no esenciales

HyClone / SH30853.01

concentrado de lipidos quimicamente definido

Invitrogen / 11905031

agua con grado para transferencia de embriones Sigma / W1503
alcohol polivinilico (PVA) MP Bio / 151-941-83
holo-transferrina Sigma / T0665

ES-CULT M3120

Stem Cell Technologies /03120

STEMSPAN medio de expansién libre de suero (SFEM)

Stem Cell Technologies / 09650

Acido L-ascérbico

Sigma / A4544

PDGF-BB

Peprotech / 110-14B

Los reactivos enumerados en la Tabla 1 se conocen por lo expertos en la técnica y tienen composiciones aceptadas,
por ejemplo, IMDM y F12 de Ham. EI GLUTAMAX comprende el dipéptido L-alanil-L-glutamina, usualmente
suministrado a 200 mM en 0,85 % NaCl. EIl GLUTAMAX libera la L-glutamina a partir de la escisién del enlace
dipéptidico por las células cultivadas. El concentrado de lipidos quimicamente definido comprende acido araquidénico
2 mg/L, colesterol 220 mg/L, acetato de DL-alfa-tocoferol 70 mg/L, acido linoleico 10 mg/L, acido linolénico 10 mg/L,
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acido miristico 10 mg/L, acido oleico 10 mg/L, acido palmitico 10 mg/L, &cido palmitoleico 10 mg/L, plurénico F-68
90 g/L, &cido estearico 10 mg/L, TWEEN 80® 2,2 g/L, y alcohol etilico. H-1152 y Y27632 son inhibidores ROCK
selectivos, altamente potentes, permeables a la célula (quinasa de proteina serina/treonina formadora de enrollado

helicoidal asociada a Rho).

Tabla 2. Medio IF6S (concentracidén 10X)

10X IF6S Cantidad Concentracién Final
IMDM 1 paquete, polvo para 1L 5X
mezcla de nutrientes F12 de Ham 1 paquete, polvo para 1 L 5X
bicarbonato sédico 4249 21 mg/mL
L-acido ascoérbico 2-fosfato Mg?* 128 mg 640 pg/mL
1-tioglicerol 80 pL 4,6 mM
selenito de sodio (solucidén 0,7 mg/mL) 24 yL 84 ng/mL
GLUTAMAX 20 mL 10X
amino écidos no esenciales 20 mL 10X
concentrado de lipidos quimicamente definido 4 mL 10X
agua con grado para transferencia de embriones Para 200 mL NA
Tabla 3. Medio IF9S (concentracidén 1X; basado en IF6S)
IF9S Cantidad Concentracién Final
IF6S 5mL 1X
alcohol polivinilico (PVA; solucién 20 mg/mL) 25 mL 10 mg/mL
holo-transferrina (solucién 10,6 mg/mL) 50 pL 10,6 pg/mL
insulina 100 UL 20 pg/mL
agua con grado para transferencia de embriones Para 50 mL NA

Tabla 4. Medio de diferenciacioén (concentracién 1X; basado en IF9S)

Medio de diferenciacion Cantidad Concentracién Final
IF9S 36 mL 1X

FGF2 1,8 g 50 ng/mL

LiCl (solucién 2M) 36 pL 2mM

BMP4 (solucién 100 ug/mL) 18 UL 50 ng/mL

Activina A (solucién 10 mg/mL) 54 uL 1,5 ng/mL

Tabla 5. Medio para formar una colonia mesenquimal (concentracién 1X)

M-CFM Cantidad Concentracién Final
ES-CULT M3120 40 mL 40 %

STEMSPAN SFEM 30 mL 30 %

SFM endotelial humana 30 mL 30 %

GLUTAMAX 1 mL 1X

Acido L-ascérbico (solucién 250 mM) 100 pL 250 uM

LiCl (solucién 2M) 50 pL 1 mM

1-tioglicerol (solucién 100 mM) 100 L 100 M

FGF2 600 ng 20 ng/mL

Tabla 6. Medio de expansién mesenquimal libre de suero (concentracién 1X)

M-SFEM Cantidad Concentracién Final
SFM endotelial humana 5L 50 %

STEMLINE [l HSFM 5L 50 %

GLUTAMAX 100 mL 1X

1-tioglicerol 87 uL 100 uM

FGF2 100 ug 10 ng/mL
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Ejemplo 2 — Protocolo para diferenciar una PSC humana en una MSC

1. Descongelar las iPSC en medio completo E8 (medio base DMEM/F12 + suplemento E8) + 1 yM H1152 sobre
frascos plastico recubiertos con vitronectina (0,5 pg/cm?). Incubar las iPSC sembradas a 37 °C, 5% COo, 20 % O2
(norméxica).

2. Expandir las iPSC tres pases en medio completo E8 (sin inhibido ROCK) sobre frascos plasticos recubiertos
con vitronectina (0.5 pg/cm? e incubar a 37 °C, 5% CO2, 20 % O2 (normoxica) antes de iniciar el proceso de
diferenciacion.

3. Cosechar y sembrar las iPSC como células individuales/colonias pequefias a 5x103 células/cm? en frascos
plasticos recubiertos con colageno IV (0.5 pyg/cm?) en medio completo E8 + 10 uM Y27632 e incubar a 37 °C, 5%
COg2, 20 % O2 (normdxica) por 24 h.

4. Reemplazar el medio completo E8 + 10 pM Y27632 con medio de diferenciacion e incubar a 37 °C, 5 % COxo,
5 % O2 (hipdxica) por 48 h.

5. Cosechar la células formadora de colonias a partir del cultivo adherente en medio de diferenciacién como una
suspensién de células individuales, transferir para el cultivo en suspensién M-CFM e incubar a 37 °C, 5 % CO2, 20 %
Oz (norméxica) por 12 dias.

6. Cosechar y sembrar las colonias (Pase 0) en frascos pléasticos recubiertos con Fibronectina/Colageno | (0,67
Mg/cm? Fibronectina, 1,2 ug /cm? Colageno |) en M-SFEM e incubar a 37 °C, 5 % CO2, 20 % Oz (normoéxica) por 3 dias.

7. Cosechar las colonias y sembrarlas como células individuales (Pase 1) a 1,3x10* células/cm? en frascos
plasticos recubiertos con Fibronectina/Coldgeno 1 en M-SFEM e incubar a 37 °C, 5 % COz, 20 % O2 (normdxica) por
3 dias.

8. Cosechar y sembrar como células individuales (Pase 2) a 1,3x10* células/cm? en frascos plasticos recubiertos
con Fibronectina/Colageno 1 en M-SFEM e incubara 37 °C, 5 % COz 20 % O2 (norméxica) por 3 dias.

9. Cosechary sembrar como células individuales (Pase 3) a 1,3x10% células/cm? en frascos plasticos recubiertos
con Fibronectina/Colageno 1 en M-SFEM e incubara 37 °C, 5 % COz 20 % O2 (norméxica) por 3 dias.

10. Cosechary sembrar como células individuales (Pase 4) a 1,3x104 células/cm? en frascos plasticos recubiertos
con Fibronectina/Colageno 1 en M-SFEM e incubar a 37 °C, 5 % CO2, 20 % Oz (norméxica) por 3 dias.

11. Cosechary sembrar como células individuales (Pase 5) a 1,3x104 células/cm? en frascos plasticos recubiertos
con Fibronectina/Colageno 1 en M-SFEM e incubar a 37 °C, 5 % CO2, 20 % Oz (norméxica) por 3 dias.

12. Cosechar como células individuales y congelar el producto final.

Se ejecutaron dos experimentos (TAC-A-96 y DAD-V-90) para investigar el impacto de suplementar M-CFM con
PDGF-BB (10 ng/mL) y/o LiCl (1 mM) sobre la supresion de las células T de iPSC-MSC. La supresién de las células
T se evalu6 generada por medio del uso del ensayo de InmunoPotencia de Waisman Biomanufacturin (IPA).

Como se sefiala en la Tabla 7, se evaluaron las siguientes combinaciones de PDGF y LiCl: PDGF+/LiCl+, PDGF-/LiCl-,
PDGF+/LiCl- y PDGF-/LiCl+. Nétese que se compararon dos densidades de siembra Dneg1 diferentes (5x103
células/cm? y 1x10% células/cm?) y dos concentraciones diferentes de Activina A (AA) en el Medio de Diferenciacién
(TXAA=15ng/mLy0,1X AA=15ng/mL) en el experimento TC-A-96. Se usé una Unica densidad de siembra Dneg1
(5x10e3 células/cm?) y concentracion de Activina A (1,5 ng/mL) en el experimento DAD-V-90. Ademas nétese que se
us6 un Unico leukopak (LPK7) en el primer IPA (IPA 1) y se usaron dos leukopak (LPK7 y LPK8) en el segundo IPA
(IPA 2).

Este ensayo esta disefiado para evaluar el grado en que cada linea de MSC puede suprimir la proliferacién de los
linfocitos T (CD4+) auxiliadores. Las MSC criopreservadas se prueban por medio del uso de leucocitos purificados a
partir de sangre periférica de individuos sanos (células mononucleocitos de sangre periférica (PBMC) derivadas a
partir de Leucopaks (LPK)). Como tal, se espera una variaciéon de la poblacién celular de LPK de donante a donante.
Cada muestra de prueba MSC se prueba contra las PBMC de dos individuos diferentes para el material con grado
clinico con la opcidn de limitar la prueba a una Unica muestra de PBMC para el material con grado de investigacién.
El ensayo para cada muestra de prueba de MSC se corre junto con una linea de MSC estandar de referencia para
garantizar la integridad/reproducibilidad y normalizar las muestras de prueba. El ensayo se describe en Bloom et al.
Cytotherapy, 2015, 17(2):140-51.

En breve, las MSC de prueba se exponen a 21 Gy de irradiacidn Gamma. En una placa de cultivo de tejido de 48
pozos se siembran 4x10e5, 2x10e®, 4x10e*, y 2x10e* MSC irradiadas en pozos individuales. Las PMBC se marcan
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separadamente con éster de succinimidil carboxifluresceina. Las células PBMC marcadas se siembran a 4x10° células
por pozo que contienen las MSC anteriores. Esto da como resultado las relaciones PBMC:MSC titradas de 1:1, 1:0,5,
1:0,1, y 1:0,05. Un pozo adicional se siembra con PBMC estimuladas solas, otro con las MSC solas, y otro con la
relacién 1:0,05 sin estimulacién, todos los cuales sirven como controles. Subsecuentemente, se afiaden a cada pozo
anticuerpos monoclonales estimuladores de las células T, anti-CD3-épsilon humano y anti- CD28 humano (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN).

En el dia cuatro de cultivo, las células se cosechan de los pozos individuales. Las células de cada pozo se incuban
con anti-CD4 humano marcado con aloficocianina. Después las células CD4 se analizan para proliferacién mediante
la intensidad de la carboxifluoresceina por medio del uso de un citémetro de flujo. El control de MSC solas sirve para
sacar del anélisis las MSC de los pozos con cocultivos. El control de PBMC solas sirve como control positivo para el
méximo de proliferacién de células T contra el cual se mide el grado de la supresién mediada por MSC. El pozo de la
relacion 1:0,05 no estimulado se usa para generar una ventana de control negativo contra la cual se mide
la proliferacion.

A partir de las relaciones de las muestras de prueba se usa una curva de mejor ajuste para generar los valores de
IC50. Los valores de IC50 se normalizan al estdndar de referencia (IC50 Est Ref/IC50 muestra prueba). Estos IC50
normalizados rinden valores mayores para las muestras mas potentes (mas supresoras) y valores menores para las
muestras menos potentes.

Resultados
Los datos de IC50 presentados en la Tabla 7 muestran que M-CFM suplementado con LiCl, pero que excluye PDGF
(es decir, PDGF-/LiCl+) es 6ptimo para diferenciar iPSC para producir iPSC-MSC que son inmunosupresoras. Ademas,

una concentracién mas baja de Activina A mejora la inmunosupresién de las iPSC-MSC.

Tabla 7. Ensayo de Inmunopotencia

IC50 (LPK7) | IC50 (LPKS8) Muestra PDGF | LiCl Activina A Densidad de siembra (D2)
NA no supresora | TC-A-96-B3 0,1X (1,5 ng/mL) | 5x10° células/cm?
NA 0,17 TC-A-96-B1 | + + 1X (15 ng/mL) 5x103 células/cm?
NA 0,17 DAD-V-90-4 | + + 0,1X (1,5 ng/mL) | 5x10° células/cm?
NA 0,19 TC-A-96-D3 | + + 0,1X (1,5 ng/mL) | 1x10* células/cm?
NA 0,36 DAD-V-90-2 | + - 0,1X (1,5 ng/mL) | 5x10° células/cm?
NA 0,57 DAD-V-90-1 | - - 0,1X (1,5 ng/mL) | 5x10° células/cm?
0,39 0,54 TC-A-96-B2 | - + 1X (15 ng/mL) 5x108 células/cm?
0,37 0,58 TC-A-96-D2 | - 1X (15 ng/mL) 1x10* células/cm?
0,69 0,93 DAD-V-90-3 | - 0,1X (1,5 ng/mL) | 5x108 células/cm?

NA - no aplicable
Ejemplo 3 — anélisis de microARN de MSC

Las MSC producidas de acuerdo al Ejemplo 2 se sometieron a un analisis contra un microarreglo de microARN
(miRNA) que comprende 1194 miRNAs y un panel de miRNA propietario que consiste de miR-127-3p, miR-145-5p,
mMiR-181b-5p, miR-214-3p, miR-299-5p. Cada uno de los paneles de 5 miRNAs se expresé en la totalidad de las 71
muestras de MSC, pero no en las 94 muestras no-MSC, lo que permitié la clasificacién de las células como MSC o
no-MSC.

Las MSC producidas de acuerdo al Ejemplo 2 expresaron cada uno de los miR-145-5p, miR-181b-5p, y miR-214-3p,
pero no miR-127-3p y miR-299-5p.

Un anélisis del componente principal de los 233 miRNAs del microarreglo detectado confiablemente en los datos
normalizados (presente en al menos una muestra probada) generados para todas las muestras probadas demostrd
que las MSC producidas de acuerdo al Ejemplo 2 fueron diferentes de cada una de las otras 71 muestras de MSC
(Figura 9).

Ejemplo 4 — Ensayo de inmunopotencia alternativo 1
La inmunopotencia de las MSC se evalué como sigue: PBMC humanas de varios donantes se unieron (para minimizar
la variabilidad entre individuos en la respuesta inmune) en salina tamponada con fosfato y se tifieron con éster de

succinimidil carboxifluoresceina (CFSE, 2 uM) por 15 minutos a 37 °C en la oscuridad, a una densidad celular de 2x
107 PBMCs/mL. La reaccion se detuvo por la adicién de una cantidad igual de medio RPMI-1640 suplementado con
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10 % de suero humano del grupo sanguineo AB. 3 x 10° PBMC marcados con CFSE resuspendidas en medio RPMI-
1640 suplementado con 10 % de lisado de plaquetas humanas agrupadas, 2 IU/mL de heparina libre de preservativos
(Biochrom), 2 mM de L-glutamina, 10 mM (4-(2-hidroxietil)-acido 1-piperazinaetanosulfénico) (HEPES; Gibco), 100
IU/mL de penicilina (Sigma) y 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma) después se siembran por pozo en triplicado en
placas de fondo plano de 96 pozos (Corning). La proliferacion de las células T se determina por medio del uso de un
citbmetro de flujo Gallios de 10 colores y el programa Kaluza G1.0 (ambos Coulter). Las células T viables 7-
aminoactinomicina-D-excluyentes (7-AAD-; BD Pharmingen) CD3-APC + (eBioscience) se analizan despuésde 4 a7
dias. La cinética de proliferacidn y distribucién de la poblacién se analizaron por medio del uso del programa Modfit
4.1 (Verity).

Ejemplo 5 —Ensayo de inmunopotencia alternativo 2

La inmunopotencia de las MSC se evalué como sigue: Los linfocitos T auxiliadores (CD4+) se tifieron con CellTrace
violeta (CTV; Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y después se estimularon con perlas recubiertas
con anti-CD3/CD28 (Dynabeads, Invitrogen) en una relacién célula-T/perla de 5:1 en placas de fondo en U de 96
pozos. Las células T CD4 respondedoras se incubaron después con células Karpas 299 (células K299; Sigma)
irradiadas (a 100 Gy) como un estdndar de referencia, o MSC. Las células cocultivadas se incubaron a 37 °C en 5 %
CO2 en medio RPMI-1640 por 72 h. Las células después se lavaron con solucidén tampédn de unién de Anexina V (BD
Biosciences) y se tifieron con Anexina V isotiocianato de fluoresceina o APC (BD Biosciences) por 15 min en la
oscuridad temperatura ambiente. Después de esta incubacién, las células se tifieron con ioduro de propidio (Pl)
(Molecular Probes) y después se adquirieron inmediatamente en un LSRII Fortessa (BD Biosciences). Los datos
recogidos se analizaron con el uso del programa FlowJo (versién 8.8.6; Tree Star). La viabilidad se midié por la
poblacién de células T Anexina V-negativas y Pl-negativas. Esta proporcidén de células viables se analiz6é para CTV
dim (% proliferacién). La supresion de la proliferacién de células T se calculé por medio de la ecuacion: % Supresién
=100-(a/b * 100), donde a es el porcentaje de proliferacién en presencia de las células supresoras y b es el porcentaje
de proliferaciéon en ausencia de las células supresoras.

Ejemplo 6 — Tratamiento del infarto del miocardio

Las células madre mesenquimales (MSC) de la presente descripcién se usaron en un modelo experimental de rata de
infarto del miocardio (ataque al corazén) para reparar el corazén de la rata después de un ataque al corazén.

Se evaluaron la funcién cardiaca y el tamafio de la cicatriz durante un periodo de 28 dias después de que se indujo
un ataque al corazén en un total de 11 ratas. Cuatro animales se trataron con las MSC de la descripcién, tres animales
se trataron con MSC derivadas de médula, y cuatro animales més recibieron un control placebo/ vehiculo (Figura 10).

La evaluacidn del injerto celular (Figuras 11 y 12) mostré:

- No evidencias de injerto celular por medio del uso de las tinciones de nldcleo humano y mitocondria humana
al dia 28 en los grupos BM-MSC y PSC-MSC.

La evaluacién funcional (Figuras 13 y 14) por medio del uso de acortamiento fraccional (FS %) en el dia 28 en
comparacién al dia 0 mostré:

- minimo/ no cambio en la contractilidad del VI en el grupo vehiculo.
- contractilidad del VI en el grupo BM MSC

- contractilidad del VI en el grupo PSC-MSC

La evaluacién del tamafio de la cicatriz (Figura 15) mostré:

- Reduccidén aparente en el tamafio de la cicatriz en el dia 28 en el grupo PSC-MSC (picosirius rojo) en
comparacién al vehiculo y al grupo BM-MSC.

La evaluacidn de la angiogénesis (Figura 16) mostré:

- No diferencias obvias en el tamafio y el nimero de vasos entro los grupos (tincién vWF).

Los resultados mostraron que la funcién cardiaca mejoré y el tamafio de la cicatriz se redujo en las MSC recipientes
en el dia 28 en comparacién con los animales en los otros dos grupos. Los resultados mostraron que las MSC de la

descripcién causaron una mejoria funcional y estructural sustancial después del ataque al corazén.

En una modificacién del estudio del ejemplo 6 como se muestra en la figura 17, se evaluara la arritmia por medio del
uso de la estimulacién ventricular programada (EPS).
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Ejemplo 7 — Tratamiento de GvHD

Los animales se asignharon al azar a los grupos de tratamiento, y en todos los casos, el tratamiento relevante se inyecto
através de lavenade la cola. En el dia 0, ratones NOD.Cg-Prkdcscid [12rgtm1Wjl/SzJ (NSG) hembras de seis semanas
de edad se irradiaron ligeramente con 2,5Gy, después descansaron por 4 horas. La GvHD se indujo por transferencia
intravenosa (vena de la cola) de 10 millones de PBMC humanas. Después de la induccién de la enfermedad, los
ratones se alojaron en condiciones libres de patdgenos en cajas micro-aislantes y recibieron agua acidificada,
suplementada con antibidticos durante la duracién del procedimiento experimental. El disefio del estudio se resume
en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen del disefio del estudio de GvHD

Partes 1y 2 — Estudios de supervivencia
1A Controles de irradiacién (no GvHD) 0 0 8
1B Controles GvHD2 10x10° 0 8
1C Controles de dosis Unica (no GvHD) 0 2x10% en d14 8
1D Tratadas con MSC - dosis Unica 10x 10° 2x10% en d14 12
2A Controles de dosis doble (no GvHD) 0 2x10% en d14 & d18 8
2B Tratados con MSC - dosis doble 10x108 2x10% en d14 & d18 12

1. Todos los animales se irradiaron ligeramente (2,5Gy)en el Dia 0. Las PBMC se administraron 4 horas después de
la irradiacidn para inducir GvHD (si fuera aplicable).
2. Los controles GvHD recibieron solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en lugar del tratamiento de MSC.

Los animales se evaluaron diariamente para signos/ sintomas de GvHD — es decir, pérdida de peso, postura, actividad,
textura del pelaje e integridad de la piel — como se describe en la Tabla 9. Se calculé una puntuacién global asignando
1 punto para cada signo/ sintoma de Grado 1 y 2 puntos para cada signo/ sintoma de Grado 2. Una vez que se alcanzé
una puntuacién de GvHD de 8 o mas alta en cualquier animal, éste fue sacrificado.

Tabla 9. Grados de GvHD

Pérdida de peso <10 % >10 %; <20 % >20 %

Postura Normal Encorvamiento que se nota solo | Encorvamiento severo y/o deterioro del
en el descanso movimiento

Actividad Normal Disminucién suave-moderada Estacionario a menos que se estimule

Textura de pelaje Normal Erizamiento suave a moderado Erizamiento severo y pobre acicalamiento

Integridad de la piel | Normal Descamacidn de las patas/cola Areas obvias de piel desnuda

El objetivo primario fue la duracién de la supervivencia.
Resultados

Las iPSC-MSC se descongelaron, lavaron, y resuspendieron en PBS estéril. Se administraron dos millones de iPSC-
MSC a los animales relevantes a través de la vena de la cola en los dias +14 (d14, régimen de dosis Unica) o en los
dias +14 y +18 (d14, d18, régimen de dosis doble).

La severidad de la GvHD se evalué por medio del uso de un sistema de puntuacioén estandarizado, que incluye cinco
criterios diferentes: pérdida de peso, postura, actividad, textura del pelaje, e integridad de la piel. Los ratones se
evaluaron diariamente y recibieron una puntuacién de 0 (menos severa) a 2 (la mas severa) para cada criterio. Las
puntuaciones clinicas se generaron adicionando las puntuaciones para los cinco criterios. Cundo se alcanzd una
puntuacién clinica de “8”, los ratones se sacaron del estudio y se sacrificaron humanamente. El dia que se sacan del
estudio se recoge como el dia de la induccién de GvHD letal. El beneficio para la supervivencia se determiné por
medio del uso del anélisis de Kaplan—Meier con la aplicacién de una prueba de log-rank. Los valores de p <0,05 se
consideraron significativamente diferentes.

Los animales que recibieron regimenes de Unica o doble dosis de iPSC-MSC mostraron un alivio significativo de la
pérdida de peso tipicamente asociada con este modelo pre-clinico (Figura 18).

Los ratones tratados con regimenes de dosis Unica o doble mostraron una disminucién significativa de los sintomas

de la enfermedad, con mas diferencias significativas en los sintomas entre los tratamientos de dosis Unica y doble en
los dias +24 y +25 después de la induccién de la GvHD (Figura 19).
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En lo estudios de supervivencia, los tratamientos de dosis Unica y doble confirieron beneficios significativos para la
supervivencias sobre los controles de GVHD(p<0.0001). La supervivencia de los animales que recibieron regimenes
de dosis doble mejoré ligeramente por encima de los animales tratados con dosis Unica, aunque este aumento no
alcanzé significacién estadistica (p=0,0715). Figura 20.

A partir de estos estudios de supervivencia, concluimos que CYMERUS™ iPSC-MSC protege a los animales de la

pérdida de peso, atenla significativamente la severidad de la enfermedad, y proporciona un robusto beneficio para la
supervivencia cuando se administra ya sea en tratamientos de dosis Unica o doble, en un modelo preclinico de GvHD.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

9.

ES 2969 240 T3

REIVINDICACIONES
Un método para producir una célula madre mesenquimal (MSC), el método comprende:

(a)cultivar una célula de mesodermo primitivo con potencial mesenquimoangioblastico (MCA) que
tiene un fenotipo E""lin"KDR*APLNR*PDGFRalpha* en un medio formador de colonia mesenquimal
(M-CFM) que comprende LiCl y FGF2, pero que excluye PDGF, en condiciones norméxicas por
tiempo suficiente para que se forme una colonia mesenquimal; y

(b)cultivar la colonia mesenquimal de (a) adherentemente para producir la MSC,

en donde la MSC de (b) tiene propiedades inmunosupresoras de células T superiores en relacién a una MSC
que no se produjo en dicho M-CFM.

El método segun la reivindicacién 1, en donde las propiedades inmunosupresoras de células T superiores
comprenden la supresion de la proliferacién de linfocitos T auxiliadores (CD4*).

El método segln la reivindicacién 1, en donde el tiempo suficiente para la formacién de la colonia
mesenquimal es de aproximadamente 8 dias a aproximadamente 14 dias, de aproximadamente 10 dias a
aproximadamente 14 dias, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 dias, o de aproximadamente
12 dias.

El método segln la reivindicaciéon 1, en donde las propiedades inmunosupresoras de las células T de las
MSC se determinan en relacién a una MSC producida por un método que comprende:

(a’)cultivar una célula de mesodermo primitivo en un medio que comprende FGF2 y opcionalmente
PDGF, pero que excluye LiCl, en condiciones normoéxicas por tiempo suficiente para que se forme
una colonia mesenquimal; y

(b’)eultivar la colonia mesenquimal de (a’) adherentemente para producir la MSC,

opcionalmente en donde las propiedades inmunosupresoras de las células T de la MSC se determinan en
relacién a una MSC producida a partir de una célula de mesodermo primitivo diferenciada a partir de una PSC
en un medio de diferenciacién que comprende FGF2, BMP4, Activina A, y LiCl en condiciones hipdxicas por
dos dias.

El método segun la reivindicacién 1, en donde el M-CFM comprende:

aproximadamente 1 mM LiCl; o

aproximadamente 5 ng/mL a aproximadamente 100 ng/mL de FGF2, o aproximadamente 10 ng/mL
a aproximadamente 50 ng/mL de FGF2, aproximadamente 10 ng/mL de FGF2, o aproximadamente
20 ng/mL; o

aproximadamente 1 mM de LiCl y aproximadamente 10 ng/mL de FGF2, o aproximadamente 1 mM
de LiCl y aproximadamente 20 ng/mL de FGF2.

El método segln la reivindicacién 1, que ademéas comprende, antes de cultivar la célula de mesodermo
primitivo, diferenciar una célula madre pluripotente (PSC), opcionalmente una PSC inducida (iPSC), en una
célula de mesodermo primitivo que comprende:

cultivar la PSC en un medio de diferenciacién que comprende FGF2, BMP4, Activina A, y LiCl en
condiciones hipdxicas por dos dias para formar el mesodermo primitivo; y

reemplazar el medio de diferenciacién con el M-CFM que comprende LiCl y FGF2, pero que excluye
PDGF.

El método segun la reivindicacidén 1, en donde las células son humanas.
El método segun la reivindicacion 6, en donde el medio de diferenciacién comprende:

aproximadamente 10 ng/mL a aproximadamente 50 ng/mL de FGF2, o aproximadamente 50 ng/mL
de FGF2;

aproximadamente 50 ng/mL a aproximadamente 250 ng/mL de BMP4, o aproximadamente
50 ng/mL de BMP4;

aproximadamente 1 ng/mL a aproximadamente 15 ng/mL de Activina A, aproximadamente 10 ng/mL
a aproximadamente 15 ng/mL de Activina A, aproximadamente 12,5ng/mL de Activina A, o
aproximadamente 1,5 ng/mL de Activina A; y/o

aproximadamente 1 mM a 2 mM de LiCl.

El método segun la reivindicacion 6, en donde el medio de diferenciacién comprende:
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aproximadamente 50 ng/mL de FGF2;
aproximadamente 50 ng/mL de BMP4;
aproximadamente 1,5 ng/mL de Activina A; y
aproximadamente 2 mM de LiCl.

El método segun la reivindicacién 1, que comprende cultivar sobre colageno IV y/o tenascina C.

El método segun la reivindicacién 1, que ademas comprende pasar la colonia mesenquimal y/o MSC,
opcionalmente en donde el pase comprende:

cultivar la colonia mesenquimal y/o MSC por 3 dias;
cultivar la colonia mesenquimal y/o MSC sobre fibronectina y/o colageno |; y/o 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 pases.
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PCA: Analisis de componentes principales
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 17

29



ES 2969 240 T3

Controles de dosis Unica (n=8)
Controles de dosis dual (n=8)
Controles de EICH (n=8)
Dosis unica tratada (n=12)
Dosis dual tratada (n=12)

¢ % 4 » %

Cambio de peso (por ciento)

Figura 18

“'i- Controles de dosis Unica (n=8)
=34~ Controles de dosis dual (n=8)
%= Controles de EICH (n=8)

i Dosis Unica tratada (n=12)

&~

e .

N Dosis dual tratada (n=12)
‘ e T
4+ :

Puntuacion clinica

Control Gamma-IR
S%0Seesees SRSt st st s sisskssiiiss®  Dosis Unica de control
Dosis dual de control

& B

P

P

Porciento de supervivencia
# 8

i « Dosis
i §  dual
Control % By
_ de EICH | 1 de MsC
ﬁ frasows ﬂ ........ i ......... gbmosmsnguos 5 - .." } ’\ iy ¥
& 0 30 30 40 50 B0 TO B0 B0 W

Dia

Figura 20

30



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - CLAIMS
	Page 20 - CLAIMS
	Page 21 - DRAWINGS
	Page 22 - DRAWINGS
	Page 23 - DRAWINGS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS

