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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedad mediante trasplante de injertos no singénicos en desarrollo

La presente invencion se refiere al uso de un injerto de tejido/6rgano vascularizado pancreatico de mamifero no
humano para la fabricacion de un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 1.

La presente divulgacion se refiere a métodos para proporcionar funciones especificas de tejido/6rgano a un sujeto
mediante el trasplante de 6rganos en desarrollo. Mas particularmente, la presente divulgacion se refiere a métodos
para tratar enfermedades pancreaticas, hematol6gicas/metabdlicas y pulmonares en mamiferos mediante trasplante
de érganos/tejidos xenogénicos/alogénicos porcinos/humanos pancreaticos, linfoides/hematopoyéticos o pulmonares
en desarrollo, respectivamente.

Las enfermedades pancredticas tales como diabetes, enfermedades hematolégicas/metabdlicas tales como
hemofilia A y enfermedad de Gaucher, y enfermedades pulmonares tales como insuficiencia pulmonar son
enfermedades de gran impacto médico y econ6mico para las que no estan disponibles tratamientos
satisfactorios/6ptimos.

La diabetes es una enfermedad debilitante y potencialmente letal que se desarrolla en casi el 5 por ciento de la
poblacién mundial. Solamente en los Estados Unidos, se estima que 18 millones de personas tienen diabetes
mellitus, y cada ano se diagnostica la enfermedad a aproximadamente 1 millén de americanos de 20 afos de edad o
mayores. Es la sexta causa principal de muerte en los Estados Unidos y es responsable de mas de 200.000 muertes
al afo. Las personas con diabetes tienen una escasez de insulina o una capacidad reducida para usar la insulina, la
hormona que regula los niveles de glucosa en sangre. En los mamiferos el pancreas es responsable de la
produccion y secrecion de insulina. La terapia convencional para diabetes, inyecciones diarias de insulina, no evita
satisfactoriamente las consecuencias debilitantes y letales de esta enfermedad.

La insuficiencia pulmonar es una afeccion altamente debilitante y potencialmente letal que puede surgir de
numerosos tipos de enfermedades, incluyendo fibrosis quistica, enfisema, fibrosis pulmonar o hipertension
pulmonar. Aunque puede emplearse el trasplante de pulmén como un Ultimo recurso para tratar dichas
enfermedades, hay un suministro insuficiente de 6érganos de donantes, muriendo un cuarto de los candidatos en la
lista de espera y estando el limite para la inscripcion con frecuencia establecido a los 60 afos de edad. La
mortalidad postoperatoria a los dos meses es de aproximadamente el 15 por ciento y esta relacionada con
disfuncion del injerto, infeccién, complicaciones bronquiales. La supervivencia a los cinco afios aun es solamente de
aproximadamente el 50 por ciento.

El defecto genético que provoca la hemofilia A afecta a aproximadamente uno de cada 10.000 hombres. Debido a la
deficiencia de coagulacién resultante, las personas aquejadas con la enfermedad padecen episodios de sangrado
grave debido a pequefias lesiones, sangrado interno y hemorragia de las articulaciones, lo que conduce a artropatia,
la causa principal de morbilidad en la hemofilia. Los niveles normales de factor VIII promedian entre 50 y 200 ng/ml
de plasma sanguineo (Mannucci, P. M. en Practical Laboratory Hematology, ed. Koepke, J. A., Churchill Livingstone,
N. Y., pp: 347-371, 1990); sin embargo, los pacientes que padecen hemofilia A de leve a moderada normalmente
tienen niveles en plasma por debajo de 2-60 ng/ml, mientras que los niveles por debajo de aproximadamente 2 ng/ml
dan como resultado hemofilia grave.

El tratamiento de enfermedades hematoldgicas/metabdlicas tales como hemofilia A y enfermedad de Gaucher se
efectla generalmente mediante terapia de reemplazo enzimatico. Sin embargo, la terapia de reemplazo enzimatico
tiene numerosas desventajas significativas, incluyendo la necesidad de administrar la enzima de reemplazo
mediante inyeccion, un proceso doloroso, inconveniente y caro. La administracion de dosis discontinuas de una
enzima de reemplazo ademas no consigue alcanzar los niveles fisiol6gicos ajustados continuamente de la enzima
de acuerdo con las necesidades fisiol6gicas, como se conseguirian por una poblaciéon de células productoras de
enzimas normales. Por lo tanto, la terapia de reemplazo enzimatico de enfermedades hematolégicos/metabdlicas no
consigue en muchos casos alcanzar un tratamiento de enfermedad satisfactorio/6ptimo.

El trasplante de injertos pancreaticos o pulmonares completamente diferenciados de haplotipo coincidente de
donantes de estadio postgestacional es un procedimiento médico, que salva vidas, elegido para reemplazar 6rganos
lesionados o enfermos tales como pancreas o pulmén. Dicha modalidad de tratamiento, sin embargo, padece
desventajas considerables. El trasplante alogénico de 6rganos/tejidos pancreaticos o pulmonares diferenciados es
imposible de implementar en una gran cantidad de casos debido a la ausencia de disponibilidad de donantes de
trasplante inmunolégicamente coincidentes adecuados. Ademas, el uso de donantes humanos para proporcionar
organos/tejidos para trasplante con frecuencia presenta riesgos para la salud y dilemas éticos. Por lo tanto, un gran
nuimero de pacientes que se beneficiarian de otro modo del trasplante terapéutico sucumbe a enfermedades
asociadas con la insuficiencia pancreatica o pulmonar mientras esperan donantes de trasplante coincidentes.
Ademas, incluso cuando se encuentran donantes de trasplante de haplotipo coincidente adecuado, generalmente se
requieren tratamientos inmunosupresores permanentes y perjudiciales, tales como la administracion diaria de
ciclosporina A para evitar el rechazo del injerto. El uso de farmacos tales como ciclosporina A puede no ser deseable
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pero el beneficio de un trasplante que salve una vida compensa el riesgo de tratamiento inmunosupresor. La terapia
inmunosupresora no obstante es altamente indeseable debido a que esta provoca efectos secundarios graves tales
como carcinogenicidad, nefrotoxicidad y susceptibilidad aumentada a infecciones oportunistas. Los tratamientos
inmunosupresores contribuyen a las desventajas del trasplante alogénico ya que estos con frecuencia no tiene éxito
en la prevencién del rechazo a corto plazo, y son generalmente incapaces de evitar el rechazo a largo plazo. El
rechazo agudo de injertos trasplantados es con frecuencia letal.

Un trasplante alternativo al aloinjerto implica el trasplante de xenoinjerto, es decir, trasplante de injertos derivados de
animales, en particular injertos porcinos, que estan bien establecidos como una alternativa animal potencial a los
injertos humanos. Las grandes ventajas de usar xenoinjertos para el trasplante son su disponibilidad a peticién para
todos los pacientes que necesiten trasplante, asi como evitar la carga médica y ética de recolectar injertos de
donantes humanos vivos o muertos. Sin embargo, hasta la fecha, los injertos de érgano/tejido xenogénicos se han
descartado para el trasplante humano debido a su incompatibilidad inmunolégica hasta la fecha insalvable con
receptores humanos.

Una estrategia potencialmente eficaz para tratar enfermedades resultantes de o asociadas con la actividad anémala
de al menos una biomolécula (por ejemplo, enfermedades monogénicas, hematoldgicas, metabdlicas) tales como la
hemofilia A y enfermedad de Gaucher implicaria el trasplante de donante no singénico de érganos/tejidos linfoides,
tales como el bazo, que son potencialmente capaces de generar niveles terapéuticos de diferentes productos
génicos tales como factor VIl o glucocerebrosidasa que son respectivamente deficientes en dichas enfermedades.
Como se ha descrito anteriormente, sin embargo, el estado de la técnica del trasplante terapéutico generalmente
sigue estando asociado con desventajas criticas.

Por lo tanto, a la vista de los beneficios curativos potenciales Unicos de la terapia de trasplante, hay claramente una
necesidad urgente y duradera de Odrganos/tejidos no singénicos pancreaticos, pulmonares y
linfoides/hematopoyéticos derivados de donantes que puedan obtenerse en cantidades suficientes, y que se toleren
de forma 6ptima inmunolégicamente, para hacer factible el trasplante terapéutico rutinario y éptimamente eficaz de
dichos érganos/tejidos.

Una estrategia que se ha propuesto para conseguir este objetivo implica el uso de injertos de estadio gestacional
para el trasplante. Dicho enfoque es prometedor ya que se ha mostrado que la tolerancia inmunolégica a injertos
derivados del tejido de estadio gestacional es mejor que a los injertos derivados de tejidos del estadio adulto (Dekel
B. et al., 1997. Transplantation 64, 1550; Dekel B. et al., 1997. Transplantation 64, 1541; Dekel B. et al., 1999. Int
Immunol. 11, 1673; Hammerman MR., 2000. Pediatr Nephrol. 14, 513). Ademas, el crecimiento potenciado y el
potencial de diferenciacion de los injertos de estadio gestacional en relacion con injertos diferenciados es altamente
deseable para generar injertos integrados en el hospedador, éptimamente funcionales. Por ejemplo, las células de
islotes pancreaticos fetales, tales como células beta productoras de insulina, presentan crecimiento y diferenciacion
celular potenciados en relacion con células beta de islotes diferenciados.

El potencial de injertos de estadio gestacional porcinos renales (Dekel B. et al, 2003. Nat Med 9: 53-60;
Hammerman MR., 2004. Am J Transplant. 4 Supl 6: 14-24), pancreaticos (Korsgren O. et al., 1991. Diabetologia 34:
379-86; Beattie GM. et al., 1997. Diabetes 46: 244-8; Fox A. et al., 2002. Xenotransplantation 9: 382-92; Korbutt GS.
et al., 1996. The Journal of Clinical Investigation 97: 2119-29; Amaratunga A. et al., 2003. Xenotransplantation 10:
622-7), hepaticos (Kokudo N. et al., 1996. Cell Transplantation 5: S21-2; Takebe K. et al., 1996. Cell Transplant 5:
S31-3), neuronales (Larsson LC. et al., 2001. Exp Neurol 172: 100-14; Larsson LC. et al., 2003. Transplantation 75:
1448-54; Armstrong RJ. et al., 2002. Exp Neurol 175: 98-111) para generar 6rganos/tejidos funcionales después del
trasplante en hospedadores no singénicos se ha descrito exhaustivamente. El potencial de injertos de estadio
gestacional humanos pulmonares (Angioi K. et al., 2002. The Journal of Surgical Research 102: 85-94), cardiacos o
intestinales (Angioi K. et al.,, 2002. The Journal of Surgical Research 102: 85-94; Lim FY. et al., 2003. Journal of
Pediatric Surgery 38: 834-9) para generar érganos/tejidos que tienen funciéon especifica de 6rgano después del
trasplante en hospedadores no singénicos también se ha demostrado.

Por lo tanto, se han descrito diversos enfoques en la técnica anterior para el uso de injertos de érganos/tejidos
pancreaticos en desarrollo para su trasplante terapéutico.

Por ejemplo, se ha mostrado que los islotes fetales humanos incluyendo las células secretoras de insulina mas
tempranas, trasplantados en ratones desnudos y ratas presentan crecimiento y desarrollo continuado, incluyendo
produccion de las otras hormonas pancreaticas: glucagén, somatostatina y polipéptido pancreatico (Usadel et al.,
1980. Diabetes 29 Supl 1: 74-9). De forma similar, se ha mostrado que los injertos derivados de pancreas
embrionario humano trasplantados a ratones NOD/SCID, han generado células beta humanas productoras de
insulina derivadas de injertos (Castaing M. et al., 2001. Diabetologia 44: 2066). Los trasplantes de islotes porcinos
de estadio gestacional en ratones pueden presentar un programa de diferenciacion similar, con temporalizaciéon
similar, a los tejidos no trasplantados normales.

Otros ejemplos incluyen el trasplante de células de islotes de estadio gestacional en ratones desnudos (Korsgren O.
et al., 1991. Diabetologia 34: 379-86; Otonkoski T. et al., 1999. Transplantation 68, 1674), de pancreas fetal en
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ratones inmunodeficientes (Fox A. et al, 2002. Xenotransplantation 9: 382-92; Amaratunga A. et al, 2003.
Xenotransplantation 10: 622-7), de islotes fetales humanos en ratones desnudos y ratas (Beattie GM. et al., 1997.
Diabetes 46: 244-8;) y de tejido de islotes fetales porcinos en ratones desnudos (Korbutt GS. et al., 1996. J Clin
Invest. 97: 2119-29). Otro enfoque implica el trasplante de grupos de células de tipo islote porcino fetal en monos
cynomolgus (Soderlund J. et al., 1999. Transplantation 67: 784-91). Otro enfoque mas implica el trasplante
intratesticular de islotes porcinos neonatales en sabuesos no inmunosuprimidos (Gores PF. et al., 2003.
Transplantation 75: 613-8).

Adicionalmente, se han realizado intentos de trasplantar tejidos pancreaticos fetales porcinos a receptores humanos
diabéticos (Groth CG. et al., 1998. Transplantation Proceedings 30: 3809-10; Groth CG. et al., 1999. J Mol Med. 77,
153; Reinholt FP. et al.,, 1998. Xenotransplantation 5: 222-5; Korsgren O. et al., 1992. Transplantation Proceedings
24:352-3; Groth CG. et al., 1994. Lancet 344: 1402-4).

El documento US 2003/0198628 de Hammerman desvela un método para el trasplante de pancreas que comprende
implantar en un hospedador un pancreas embrionario. En una realizaciéon el pancreas se recoge de un embrién
porcino de aproximadamente el dia E20 a aproximadamente el dia E38, siendo el dia de recogida mas preferido
aproximadamente el dia E29.

Las Solicitudes de Patente de Estados Unidos N® 20040082064 y 20040136972 para algunos de los inventores de la
presente solicitud sugieren el tratamiento de enfermedad pancreatica en seres humanos mediante el trasplante de
injertos de drgano/tejido pancreatico porcino en un estadio del desarrollo de 20-28 dias de gestacion, y ensefian que
27-28 dias de gestacion es el estadio gestacional 6ptimo de cualquier tipo de injerto de drgano/tejido porcino para el
trasplante terapéutico.

Se han descrito diversos enfoques de la técnica anterior en la técnica anterior para el uso de injertos de
organo/tejido pulmonar en desarrollo para trasplante terapéutico.

En un enfoque, se trasplantaron injertos pulmonares humanos en un estadio gestacional de 6-10 semanas en
ratones inmunodeficientes (Angioi K. et al., 2002. The Journal of Surgical Research 102: 85-94).

En otro enfoque, se trasplantaron fragmentos de pulmén de fetos humanos a las 10 a 14 semanas de gestaciéon en
ratones inmunodeficientes (Groscurth P, Tondury G., 1982. Anat Embryol (Berl). 165: 291-302).

Con respecto al trasplante de injertos de 6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos, la Publicacion de Patente de
Estados Unidos N® 20040136972 para algunos de los inventores de la presente solicitud afirma que todos los tipos
de injertos de 6rganos/tejidos porcinos en un estadio del desarrollo de 27-28 dias, especificamente incluyendo
injertos de 6rganos/tejidos esplénicos, son éptimos para el trasplante terapéutico.

Sin embargo, todos los enfoques anteriores que implicaban trasplante de 6rganos/tejidos pancreaticos, pulmonares
o linfoides/hematopoyéticos no singénicos en desarrollo padecen algunos de o todos los siguientes inconvenientes:

(i) tolerancia subdéptima por linfocitos hospedadores no singénicos;

(i) diferenciacién de injerto estructural y funcional sub6ptima, por ejemplo con respecto a produccion de insulina
por injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos;

(iii) vascularizacion del injerto predominantemente derivada del injerto, a diferencia de derivada del hospedador,
conduciendo de este modo a rechazo inmunitario;

(iv) crecimiento subdptimo;

(v) disponibilidad inadecuada de érganos/tejidos trasplantables; y/o

(vi) seguridad subéptima para administracion humana, notablemente con respecto a evitar la generaciéon de
teratomas derivados de injerto.

Los enfoques anteriores que emplean injertos no singénicos en desarrollo han sido uniformemente suboptimos ya
que el tiempo de gestacién optimo para implantacion basado en el riesgo de teratoma, potencial de crecimiento e
inmunogenicidad, todos los cuales podrian variar entre diferentes 6rganos en el desarrollo fetal, no estaban
suficientemente caracterizados.

Existe por lo tanto una necesidad ampliamente reconocida de, y seria ampliamente ventajoso tener, un método para
tratar enfermedades humanas susceptibles de trasplante terapéutico por trasplante de érganos/tejidos pancreaticos
no singénicos en desarrollo, desprovistos de las limitaciones anteriores.

EVENTOV-Friedman Smadar et al. se refieren a un higado, pancreas y pulmén de cerdo embrionario como una
fuente de trasplante: la organogénesis éptima sin teratoma depende de ventanas temporales distintas,
“Proceedings of the national academy of sciences of USA, national academy of science, Washington DC,
Estados Unidos, vol. 102, n° 8, 22 de febrero de 2005, p.2928-2933".

EVENTOV-Friedman Smadar et al. se refieren a un trasplante de tejido pancreatico de cerdo embrionario para el
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tratamiento de diabetes “Plos medicine 2006 US, vol. 3, n® 7, 2006, paginas 1165-1177".

El documento US 5961972 desvela un método para promover la proliferacién de células pancreaticas porcinas
embrionarias de una edad gestacional de menos de 35 dias, que comprende poner en contacto las células con
un agente proliferador embrionario que promueve la proliferacion de las células.

DEKEL Benjamin et al se refieren a precursores de rifidn tempranos humanos y porcinos como una nueva fuente
para trasplante “Nature medicine, nature publishing group, NY, Estados Unidos, vol. 9, n® 1, 1 de enero de 2003".

El documento WO 03/022123 se refiere un método para tratar una enfermedad renal en un sujeto,
comprendiendo el método trasplantar al sujeto un injerto de tejido nefritico humano que esta en un estadio de
diferenciacion correspondiente a 4 a 10 semanas de gestacion, tratando de este modo la enfermedad renal en el
sujeto.

TUCH B. E. se refiere a la inversion de diabetes por optimizacion de pancreas fetal humano de los requisitos en
el ratén desnudo hiperglucémico, “Transplantation (Baltimore), vol.51, n® 3, 1991, paginas 557-562".

ROGERS S. A. et al se refieren a injerto de células de islotes y control de diabetes en ratas después del
trasplante de primordio pancreatico de cerdo, “American journal of physiology: endocrinology and metabolism,
American physiological society, Bethesda, MD, Estados Unidos, vol. 286, n® 4, 1 de abril de 2004, paginas E502-
E509”.

El documento US 5593673 se refiere a células pancreaticas porcinas aisladas para su uso en el tratamiento de
enfermedades caracterizadas por actividad de insulina insuficiente.

El uso de un injerto de 6rgano/tejido vascularizado pancreatico de mamifero no humano para la fabricacién de un
medicamento se define en la reivindicacion 1 de la presente invencién.

La presente divulgacion desvela el uso de injertos pancreaticos, linfoides y pulmonares en desarrollo no singénicos
para el tratamiento de una enfermedad. Este uso puede efectuarse de diversas maneras como se describe
adicionalmente y se ejemplifica posteriormente en el presente documento.

La presente divulgacién se basa en el descubrimiento inesperado de ventanas de tiempo adecuadas para el
trasplante satisfactorio de 6rganos/tejidos no singénicos en desarrollo pancreaticos, pulmonares o
linfoides/hematopoyéticos. Se desvela en el presente documento por primera vez que injertos de 6rganos/tejidos
pancreaticos no singénicos, tales como injertos porcinos xenogénicos, en un estadio del desarrollo esencialmente
correspondiente al del pancreas porcino en un estadio gestacional de 42 a 56 dias de gestacion son 6ptimos para el
crecimiento y desarrollo de érganos/tejidos pancreaticos productores de insulina. Se desvela ademas en el presente
documento por primera vez que injertos de érganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos, tales como injertos de
organos/tejidos linfoides/hematopoyéticos porcinos xenogénicos, en un estadio del desarrollo esencialmente
correspondiente al del bazo porcino en un estadio gestacional de 42 a 56 dias de gestacion son Optimos para el
crecimiento y desarrollo de érganos/tejidos pancreaticos productores de factor VIIl y pueden usarse para tratar la
hemofilia A en una mamifero. Se desvela ademdas por la presente por primera vez que injertos pulmonares no
singénicos en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de pulmén porcino en un estadio
gestacional de 56 a 80 dias son O6ptimos para crecimiento y diferenciacion de érganos/tejidos pulmonares que
comprende alvéolos.

De acuerdo con un aspecto de la presente divulgacién se proporciona un método para proporciona una funcién
pancreatica a un mamifero.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
pancredtico estd en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un 6rgano/tejido pancreatico
porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias
de gestacion, generando de este modo un o6rgano/tejido pancreatico funcional para proporcionar la funcién
pancreatica al sujeto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la divulgacién descrita posteriormente, el
injerto de 6rgano/tejido pancreatico esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un
organo/tejido pancreatico porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de aproximadamente 42 a
aproximadamente 56 dias de gestacion.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la divulgacion descrita posteriormente, el
injerto de o6rgano/tejido pancreatico estd en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un
organo/tejido pancreatico porcino en un estado estacional de aproximadamente 42 dias de gestacion.
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De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
pancreatico no es singénico con el sujeto.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
pancreatico es xenogénico con el sujeto.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
pancreatico es de origen porcino.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto tiene una
actividad anémala de una biomolécula producida de forma natural por el pancreas de mamifero.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto tiene una
actividad anémala de una biomolécula producida de forma natural por un islote pancreatico de mamifero.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la biomolécula es insulina.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion se proporciona un método para proporcionar una funcion
pancredtica a un sujeto mamifero, comprendiendo el método trasplantar al sujeto un injerto de 6rgano/tejido
pancreatico de mamifero, en el que el injerto de 6rgano/tejido pancreatico esta en un estadio del desarrollo
esencialmente correspondiente al de un 6rgano/tejido pancreatico humano en un estadio gestacional seleccionado
de un intervalo de aproximadamente 14 a aproximadamente 20 semanas de gestacién, generando de este modo un
6rgano/tejido pancreatico funcional para proporcionar la funcién pancreatica al sujeto.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacion se proporciona un método para generar tejido pulmonar
en un sujeto mamifero que lo necesite, comprendiendo el método trasplantar al sujeto un injerto pulmonar de
mamifero en desarrollo, en el que el injerto pulmonar estd en un estadio del desarrollo esencialmente
correspondiente al de un 6rgano/tejido pulmonar porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de
aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias de gestacién; generando de este modo tejido pulmonar en el
sujeto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la divulgacién descrita posteriormente, el
injerto pulmonar esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un érgano/tejido pulmonar
porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de aproximadamente 56 a aproximadamente 80 dias
de gestacion.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto pulmonar no es
singénico con el sujeto.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas; el injerto pulmonar es
xenogeénico con el sujeto.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
pulmonar es de origen porcino.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacion se proporciona un método para tratar la hemofilia A en
un sujeto mamifero que lo necesite, comprendiendo el método trasplantar al sujeto un injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético de mamifero en desarrollo, en el que el injerto de érgano/tejido linfoide/hematopoyético esta
en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un érgano/tejido linfoide/hematopoyético porcino
en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias de
gestacién; generando de este modo un érgano/tejido linfoide/hematopoyético funcional para tratar la hemofilia en el
sujeto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la invencion descritas posteriormente, la
hemofilia es hemofilia A.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente divulgacién se proporciona un método para proporcionar una
funcién de 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético a un sujeto humano, comprendiendo el método trasplantar al sujeto
un injerto de organo/tejido linfoide/hematopoyético de mamifero en desarrollo, preferentemente el injerto de
organo/tejido linfoide/hematopoyético esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un
organo/tejido linfoide/hematopoyético porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de
aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias de gestacion, generando de este modo un érgano/tejido
linfoide/hematopoyético funcional para proporcionar la funcién del érgano/tejido linfoide/hematopoyético al sujeto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la divulgacién descrita posteriormente, el
injerto de dérgano/tejido linfoide/hematopoyético estd en un estadio del desarrollo en el que un érgano/tejido
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linfoide/hematopoyético esencialmente no comprende linfocitos T.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un érgano/tejido
linfoide/hematopoyético porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de aproximadamente 42 a
aproximadamente 56 dias de gestacion.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un érgano/tejido
linfoide/hematopoyético porcino en un estadio gestacional de aproximadamente 42 dias de gestacion.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético no es singénico con el sujeto.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético es xenogénico con el sujeto.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético es de origen porcino.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto es un ser
humano.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto tiene una
actividad anémala de una biomolécula producida de forma natural por un 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético del
mismo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto tiene una
concentracién en suero andémala de una biomolécula producida por un érgano/tejido linfoide/hematopoyético o de
higado de mamifero.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto tiene una
concentracion en suero anémala de un factor de cascada de coagulaciéon producido por un érgano/tejido
linfoide/hematopoyético de mamifero.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético deriva de un érgano/tejido linfoide/hematopoyético en desarrollo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el injerto de 6rgano/tejido
linfoide/hematopoyético deriva de bazo fetal.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el método comprende
ademas administrar de forma transitoria al sujeto al menos un inhibidor de coestimulacion de linfocitos T y al menos
un inhibidor de ligando de CDA40.

De acuerdo con més caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el trasplante del injerto al
sujeto se efectlia trasplantando el injerto en al menos una capsula renal del sujeto.

La presente divulgacion aborda con éxito los defectos de las configuraciones actualmente conocidas proporcionando
nuevos injertos de organos/tejidos en desarrollo/no singénicos pancreaticos, linfoides/hematopoyéticos o
pulmonares que estan en estadios del desarrollo que permiten el tratamiento eficaz/6ptimo en un receptor de los
mismos de esencialmente cualquier enfermedad que sea susceptible al trasplante terapéutico de injertos de
organos/tejidos pancreaticos, linfoides/hematopoyéticos o pulmonares, respectivamente.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencién. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen posteriormente métodos y
materiales adecuados.

En caso de conflicto, la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las definiciones, prevaleceran. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.
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Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describe en el presente documento, solamente como ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos.
Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se destaca que los detalles mostrados son como ejemplo y
para fines de analisis ilustrativo de las realizaciones preferidas de las presente invencion solamente, y se presentan
con la intencion de proporcionar lo que se cree que es la descripcion mas util y facilmente entendible de los
principios y aspectos conceptuales de la invencion. A este respecto, no se realiza ningln intento de mostrar detalles
estructurales de la invenciéon en mas detalle de lo que es necesario para un entendimiento fundamental de la
invencién, evidenciando la descripcién tomada con los dibujos para los expertos en la materia como pueden
realizarse en la préctica las varias formas de la invencion.

En los dibujos:

Las FIGURAS 1a-f son microfotografias que representan la tincién histolégica de un injerto de pancreas porcino
E42 6 semanas después del trasplante. Tincién con H y E (Figura 1a), citoqueratina 20 (Figura 1b), vimentina
(v9) (Figura 1c), CD31 anti raton (Figura 1d), insulina (Figura 1e), Ki67 (Figura 1f).

Las FIGURAS 2a-2e son fotografias que representan un injerto de 6rgano/tejido pancreatico E56 3 meses
después del trasplante. Se muestran el injerto y su vasculatura (Figura 2a), tincién con H y E (Figura 2b), tincién
inmunohistoquimica de insulina (Figura 2c), tincion inmunohistoldgica de polipéptido pancreético (Figura 2d) y
tincion inmunohistoldgica de Ki67 (Figura 2e).

La FIGURA 3 es una representacion de datos acumulados que representa los niveles de insulina porcina en
suero de ratones SCID después del trasplante de pancreas embrionario porcino. Se implant6 tejido donante
obtenido en diferentes edades gestacionales bajo la capsula renal y se documentaron los niveles en suero 6
semanas después del trasplante como se determin6 por ELISA.

Las FIGURAS 4a-d son microfotografias que representan la tincién inmunohistolégica de células endoteliales
porcinas (que revisten los vasos sanguineos) marcadas por tincién positiva para CD-31 (tincion mas oscura) en
pancreas embrionario a E24, E27, E35 y E42, respectivamente.

Las FIGURAS 5a-d son graficos que representan el seguimiento a largo plazo de los niveles de insulina porcina
detectados en el suero de ratones NOD-SCID después del trasplante de pancreas fetal de donantes de
diferentes edades gestacionales. Las Figuras 5a-d representan respectivamente los niveles de insulina
producidos por érganos generados de donantes de injerto de pancreas porcino del dia gestacional E28, E35, E42
y E56.

La FIGURA 6 es un grafico que representa los niveles de glucosa en ratones NOD-SCID tratados con aloxano,
sin un injerto (lineas continuas) y 4 y 10 dias después del trasplante de un injerto de pancreas porcino fetal E42.
Las FIGURAS 7a-d son microfotografias de histologia que representan el nivel de rechazo de tejidos
pancreaticos embrionarios porcinos (E56 y E80) mediados por PBMC humanos, 6 semanas después del
trasplante bajo la capsula renal de ratones NOD-SCID. La Figura 7a representa la tincion de H y E de tejido
pancreatico de cerdo E56. La Figura 7b representa la infiltracion local de PBMC humanas en el injerto de E56
tefiido con anti CD45 humano. La Figura 7c representa la tincion con H y E de injerto de dérgano/tejido
pancreatico E80. La Figura 7d representa PBMC humanas tefiidas con anticuerpo anti CD45 humano que
invaden el injerto de érgano/tejido pancreatico E80.

Las FIGURAS 8a-c son microfotografias que representan secciones histolégicas de tejido de pancreas (E42)
trasplantado a ratones inmunodeficientes e inmunocompetentes. La Figura 8a muestra el tejido en un ratén NOD-
SCID, la Figura 8b muestra el tejido en un ratén C57BL/6, y la Figura 8c muestra el tejido en un ratén C57BL/6
inmunosuprimido.

Las FIGURAS 9a-e son fotografias que representan el desarrollo de pulmén porcino E56 y E80 6 semanas
después de la implantacion bajo la capsula renal. La Figura 9a que representa el crecimiento de tejido
trasplantado obtenido en E56 se ilustra de forma macroscopica. La Figura 9b representa tejido pulmonar tefiido
(H y E): bronquios respiratorios (flecha), bronquiolos (asteriscos) y alvéolos (cabezas de flecha). La Figura 9c
representa cartilago tefido con azul de alciano/PAS de implantes de pulmén E56. Las Figuras 9d-e representan
tinciéon con H y E de la estructura de la pared alveolar y el grosor de implantes E56 y E80, respectivamente.

Las FIGURAS 10a-b representan tincion inmunohistoquimica con H y E y anti vimentina (v9), respectivamente,
de tejido esplénico porcino trasplantado E42 6 semanas después del trasplante.

La FIGURA 11 muestra las cantidades relativas de ARNm del factor VIII porcino en diferentes tejidos esplénicos
antes y después del trasplante. Se evaluaron los niveles de factor VIII por PCR en tiempo real usando cebadores
especificos para el factor VIl porcino. Los resultados se dividieron por la expresién del gen constitutivo beta
actina usando cebadores especificos para la beta actina porcina. EIl ARNm total que se purificé de tejido adulto o
de tejido precursor E80 o E100 de higado porcino y bazo porcino actué como control positivo. El ARNm total que
se purificé del rifidn de ratdon, de un area distante del implante embrionario, actué como control negativo.

Las FIGURAS 12a-e representan tincion inmunohistolégica de linfocitos T CD3+ de cerdo en tejido de bazo
precursor de cerdo embrionario recogido a E42, E56, E80, E100 y de bazo adulto, respectivamente.

Las FIGURAS 13a-d son fotografias que representan el desarrollo de bazo de cerdo E42 después del implante
bajo la capsula renal de ratones NOD-SCID. La Figura 13 muestra una visién macroscépica de E42. La Figura
13b muestra componentes mesenquimales de cerdo (marrén) especificamente tefiidos con vimentina (V9). La
Figura 13c muestra vasos sanguineos porcinos, como se muestra por la expresién de CD31 de cerdo, y se
demuestra la capacidad proliferativa por tincién de ki67 en la Figura 13d.
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La FIGURA 14 es una serie de microfotografias que representan el desarrollo de nidos hematopoyéticos y septos
fibrosos en implantes de bazo E42 de cerdo. A los 2 meses, resulta evidente una red reticular fibrosa de tipo
esponja perfilada por anticuerpo anti laminina (marrén) con células eritroides de ratén inmovilizadas de forma
difusa por anti TER 119 de ratén (marrén). Por el contrario, a los 3 meses después del trasplante, son evidentes
septos de tejido conectivo positivos para laminina densos, que rodean nidos de tejido hematopoyético de ratén,
incluyendo areas eritropoyéticas positivas para TER-119 y regiones con megacariocitos (flecha) y mielopoyesis.
Las células mieloides hospedadoras, demostradas por inmunotincion con MAC-1 de ratén (marrdén) son poco
comunes y estan distribuidas de forma difusa en trasplantes de bazo a los 2 meses, pero se hacen numerosas
dentro de los nidos hematopoyéticos a los 3 meses después del trasplante.

La FIGURA 15 es un gréfico de barras que representa la cantidad relativa de ARNm del factor VIII de cerdo en
diferentes tejidos trasplantados, como se evalla por RT-PCR usando cebadores especificos del factor VIII de
cerdo. Los resultados se normalizaron con respecto a la expresiéon del gen constitutivo, receptor de transferrina.
Los niveles de factor VIII de cerdo en injertos de bazo E28, E42 y E56 se muestran por columnas naranjas,
verdes y rojas, respectivamente. Los tejidos precursores de bazo adultos, E100 y E80 antes del trasplante se
muestran por columnas azules, amarillas y moradas. EI ARNm total purificado de bazo de cerdo adulto (columna
azul) actué como control positivo. EI ARNm total purificado del riidn de ratén, de un area distante del implante
embrionario y de un injerto de pancreas E28 actué como control negativo.

La FIGURA 16 es un grafico de barras que representa los valores de PTT de ratones de control NOD-SCID de
tipo silvestre, ratones de control factor VIII KO-SCID y ratones factor VIII KO-SCID con trasplante de bazo de
cerdo E42, 2, 5, 12 y 14 semanas después del trasplante. ****P valor = 0,0001 (en comparacion con factor VIl
KO-SCID).

Las FIGURAS 17a-b son graficos de barras que representan la determinacién cromogénica de la actividad del
factor VIII en plasma de ratones trasplantados. La Figura 17a representa la comparacion de ratones de control
factor VIII KO-SCID (amarillo), ratones de control NOD-SCID de tipo silvestre (rojo) y ratones factor VIII KO-SCID
con trasplante de bazo de cerdo E42 8 semanas (morado) y 14 semanas (azul) después del trasplante. La Figura
17b representa la distribucién de niveles del factor VIII determinados por ensayo cromogénico en ratones factor
VIII KO-SCID individuales, 14 semanas después del trasplante de tejido precursor de bazo de cerdo E42.

Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente divulgacién es de métodos para proporcionar funciones de oérganos y/o tejidos pancreaticos,
linfoides/hematopoyéticos o pulmonares a un sujeto mamifero por trasplante de injertos de érganos/tejidos en
desarrollo. Estos métodos pueden usarse respectivamente para tratar eficazmente mediante trasplante terapéutico a
pacientes humanos que padecen enfermedades pancreaticas tales como diabetes de tipo |, enfermedades
hematolégicas/metabdlicas tales como hemofilia y enfermedad de Gaucher o insuficiencia pulmonar. La presente
divulgacion emplea el trasplante de nuevos injertos especificos de érgano/tejido que estan en estadios del desarrollo
en los que estos injertos tienen la capacidad para generar en los receptores del injerto érganos/tejidos que
presentan una combinacion 6ptima de diferenciacion estructural y funcional, crecimiento, aceptacién inmunitaria en
el caso de injertos no singénicos y bajo riesgo de formacién de teratomas.

Los principios y el funcionamiento de la presente divulgacion pueden entenderse mejor con referencia a los dibujos y
descripciones adjuntos.

Antes de explicar al menos una realizacién de la divulgacién en detalle, debe entenderse que la invenciéon no se
limita en su aplicaciéon a los detalles expuestos en la siguiente descripcién o ejemplificados por los ejemplos. La
invencion tiene capacidad para otras realizaciones o puede practicarse o llevarse a cabo de diversas maneras.
Ademas, debe entenderse que la fraseologia y terminologia empleada en el presente documento es para el fin de
describir y no deberia considerarse limitante.

El trasplante de 6rganos o tejidos es la terapia Optima o Unica para numerosas enfermedades altamente
debilitantes/letales pancreaticas, pulmonares y hematolégicas/metabdlicas. Sin embargo, los métodos actuales de
trasplante terapéutico estan gravemente obstaculizados por fuentes inadecuadas de drganos/tejidos de donantes
inmunolégica y/o morfolégicamente compatibles, y por el requisito permanente de tratamiento inmunosupresor
altamente intensivo y perjudicial de los receptores del injerto para evitar el rechazo del injerto. Las estrategias
sugeridas para superar estos obstaculos implican el uso de injertos de 6rganos/tejidos en desarrollo/no singénicos,
tales como injertos de cerdos o seres humanos en desarrollo, estando dichos injertos potencialmente disponibles en
suficientes cantidades, y habiéndose mostrado que se toleran mejor por receptores no coincidentes que los injertos
de 6rganos/tejidos completamente diferenciados por derivar de donantes de estadio gestacional.

Sin embargo, todos los enfoques previos que implican el trasplante de 6rganos/tejidos en desarrollo/no singénicos
pancreaticos, pulmonares o linfoides/hematopoyéticos padecen desventajas significativas, incluyendo: tolerancia
subdptima por linfocitos de hospedadores no singénicos; diferenciacién de injerto estructural y funcional suboéptima,
por ejemplo con respecto a la produccién de insulina por injertos de érganos/tejidos pancreaticos; vascularizaciéon de
injertos derivada predominantemente de injertos, a diferencia de derivada del hospedador, conduciendo de este
modo al rechazo inmunitario; crecimiento subdptimo; disponibilidad inadecuada de 6rganos/tejidos trasplantables;
y/o seguridad suboptima para la administracién humana, notablemente con respecto a evitar la generacion de
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teratomas derivados de injertos.

Los enfoques previos que emplean injertos no singénicos en desarrollo han sido uniformemente subdptimos ya que
el tiempo de gestacion éptimo para la implantacién basado en el riesgo de teratoma, el potencial de crecimiento y la
inmunogenicidad, todos los cuales podrian variar entre diferentes 6rganos en el desarrollo fetal, no estaban
suficientemente caracterizados. Ademas, la técnica anterior no consigue ensefiar ningiin método para practicar el
trasplante terapéutico de injertos de 6rganos/tejidos linfoides no singénicos en desarrollo.

Mientras se reducia la presente invencion a la practica, los presentes inventores han descubierto estadios del
desarrollo  especificos de injertos de Organos/tejidos no singénicos pancredticos, pulmonares y
linfoides/hematopoyéticos durante los que estos pueden trasplantarse a un receptor para generar, en ausencia de
teratomas derivados de injertos, células, 6rganos y tejidos que presentan crecimiento oOptimo, diferenciacién
estructura y funcional y requisitos para inmunosupresién del receptor minima.

Especificamente, mientras se la presente invencion a la practica, se descubrié lo siguiente: los xenoinjertos
pancreaticos derivados de cerdos en un estadio del desarrollo de 42 a 80 dias de gestacion (por ejemplo, 42-56 dias
de gestacién), o aloinjertos de o6rganos/tejidos pancreaticos humanos en un estadio del desarrollo de 14-20
semanas, pueden usarse para generar después del trasplante 6rganos/tejidos pancreaticos productores de insulina
bien desarrollados; los xenoinjertos de 6rganos/tejidos pulmonares de cerdos en un estadio gestacional de 42 a 80
dias de gestacion pueden generar después del trasplante 6rganos/tejidos pulmonares bien desarrollados incluyendo
estructuras alveolares; y los xenoinjertos de o6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos de cerdos en un estadio
gestacional de 42 a 80 dias pueden generar 6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos bien desarrollados después
del trasplante. En particular, se usaron xenoinjertos de 6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos de cerdos en un
estadio gestacional de 42 dias para generar 6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos bien desarrollados que
secretan niveles terapéuticos del factor VIII después del trasplante en mamiferos deficientes en factor VIII.

Como se muestra posteriormente en el presente documento y en la seccion de Ejemplos a continuacién, se recogen
injertos terapéuticos de la presente invencion en una ventana del desarrollo especifica que proporciona a estos
injertos caracteristicas de funcionalidad y resistencia que son superiores a los injertos proporcionados por la técnica
anterior. Por lo tanto, como se muestra en los ejemplos a continuacion, los injertos porcinos pancreaticos recogidos
en E42-56 son superiores a los injertos porcinos de la técnica anterior recogidos en E28 (Publicacion de Patente de
Estados Unidos N° 20040136972) o E80 [Groth CG. et al., (1994) Lancet 344:1402-4]. De forma similar, el bazo
embrionario porcino recogido en E42 es superior al tejido recogido en E28 y E80.

La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de ventanas de tiempo gestacionales distintas
optimas para el trasplante terapéutico de érganos/tejidos pancreaticos, pulmonares o linfoides/hematopoyéticos de
estadio del desarrollo. Hay tres criterios principales para seleccionar injertos en desarrollo/no singénicos para
trasplante terapéutico: (i) el injerto deberia estar en un estadio del desarrollo suficientemente avanzado para ser
capaz de generar un o6rgano para el tejido estructural y funcionalmente diferenciado, vascularizado por el
hospedador in situ; (ii) el injerto deberia estar en un estadio del desarrollo suficientemente avanzado para no inducir
teratomas derivados de injerto; y (iii) el injerto deberia estar en un estadio del desarrollo suficientemente temprano
para tolerarse inmunolégicamente de forma éptima por linfocitos humanos no singénicos. Con frecuencia hay una
compensacion entre los tres criterios, siendo la funcionalidad del érgano/tejido el mas urgente.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para proporcionar una
funcién pancreatica a un sujeto mamifero. El método se efectla trasplantando al sujeto un injerto de 6rgano/tejido
pancreatico de mamifero, que esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un
6rgano/tejido pancreatico porcino en un estadio gestacional de aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias de
gestacion.

Como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” se refiere a mas o menos 10 por ciento.

El método de acuerdo con aspectos de la presente invencion relacionados con el trasplante de injertos de
organos/tejidos pancreaticos puede usarse para tratar cualquier enfermedad en el sujeto que sea susceptible de
tratamiento mediante trasplante de un injerto de érgano/tejido pancreatico.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar” incluye curar, aliviar o estabilizar la enfermedad, o inhibir
la aparicion futura o el desarrollo de la enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término “enfermedad” se refiere a cualquier enfermedad, trastorno,
afeccion o a cualquier afeccion, estado o sindrome patolégico o no deseado, o a cualquier anomalia fisica,
morfoldgica o fisioldgica.

Las enfermedades de la presente invencién son normalmente resultantes de o estan asociadas con actividad

anomala de al menos una biomolécula producida de forma natural por el sujeto. Dicha actividad anémala de la
biomolécula puede resultar de la sintesis o degradacion anémala de la biomolécula. Como alternativa, puede
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resultar de la actividad catalitica andémala (es decir, aumentada o reducida en comparacién con una actividad
producida por un tejido sano).

El sujeto de acuerdo con diversos aspectos de la presente invencion es preferentemente un ser humano.

Preferentemente, el injerto de organo/tejido pancredtico estd en un estadio del desarrollo esencialmente
correspondiente al de un 6rgano/tejido pancreatico porcino en un estadio gestacional de aproximadamente 28-80
dias de gestacion, preferentemente de aproximadamente 42 a aproximadamente 56 dias de gestacion.

Aunque dicho injerto puede originarse de cualquiera de diversos mamiferos donantes, como se describe
adicionalmente posteriormente en el presente documento, dicho injerto es preferentemente no singénico con el
sujeto y/o deriva de un cerdo, mas preferentemente ambos. Como alternativa, dicho injerto de 6rgano/tejido
pancreatico puede ser singénico con el sujeto y/o derivar de un ser humano.

Como se usa en el presente documento, la expresion injerto “no singénico” se refiere a un injerto que no es
esencialmente genéticamente idéntico al sujeto o esencialmente todos los linfocitos del sujeto, tal como un injerto
alogénico o un injerto xenogénico.

Como se usa en el presente documento, el término “injerto alogénico” se refiere a un injerto que deriva de un
donante que no es singénico con el sujeto o con una proporcién sustancial de los linfocitos presentes en el sujeto, y
que es de la misma especie que el sujeto o sustancialmente todos los linfocitos del sujeto. Normalmente, los
mamiferos no clonales/no gemelos de la misma especie son alogénicos entre si.

Como se usa en el presente documento, la expresién “injerto xenogénico” se refiere a un injerto que deriva de un
donante que es de una especie diferente que el sujeto o de una proporcion sustancial de los linfocitos presentes en
el sujeto.

Como se usa en el presente documento, la expresion “injerto singénico” se refiere a un injerto que es esencialmente
genéticamente idéntico al sujeto o esencialmente todos los linfocitos del sujeto. Los ejemplos de injertos singénicos
incluyen un injerto derivado del sujeto (también denominado en la técnica “injerto autélogo”), de un clon del sujeto o
de un individuo idéntico al sujeto.

Por lo tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para proporcionar
una funciéon pancreatica a un sujeto mamifero. EI método se efectlia trasplantando al sujeto un injerto de
organo/tejido pancreatico que estd en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un
organo/tejido pancreatico humano en un estadio gestacional de aproximadamente 14 a aproximadamente 20
semanas de gestacion.

Preferentemente, el injerto de organo/tejido pancredtico estd en un estadio del desarrollo esencialmente
correspondiente al de un érgano/tejido pancreatico humano en un estadio gestacional de aproximadamente 14 a
aproximadamente 20 semanas de gestacion.

Aunque dicho injerto puede originarse de cualquiera de diversos mamiferos donantes, como se describe
posteriormente en el presente documento, dicho injerto es preferentemente de origen fetal humano y/o no es
singénico con el sujeto. Como alternativa, dicho injerto de 6rgano/tejido pancreatico puede derivar de un cerdo. El
injerto puede ser singénico con el sujeto.

El trasplante de un injerto de érgano/tejido pancreatico de la presente divulgacion se usa preferentemente para
proporcionar funcién pancreatica a un sujeto que tiene una concentraciéon en suero anémala de una biomolécula
producida por un pancreas de mamifero, mas preferentemente en el que la concentracion en suero es
anormalmente baja. Preferentemente, la biomolécula se produce por islotes pancreaticos de mamifero, y es mas
preferentemente insulina.

Como se describe y se ilustra en el Ejemplo 6 de la seccion de Ejemplos posterior, puede usarse un xenoinjerto de
organo/tejido pancreatico de cerdo en un estadio del desarrollo de 42 a 56 dias para generar, en ausencia de la
formacion de teratomas, érganos/tejidos pancreaticos bien desarrollados que producen niveles éptimos de insulina
en un receptor del mismo, y por lo tanto puede usarse para el tratamiento de una enfermedad pancreatica tal como
diabetes de tipo 1 (diabetes mellitus insulinodependiente y diabetes de aparicién juvenil).

Se apreciara que la presente divulgacién de que puede usarse un injerto de érgano/tejido pancreatico de mamifero
que esta en dicho estadio del desarrollo para generar 6rganos/tejidos pancreaticos secretores de insulina bien
desarrollados adecuados para el tratamiento de una enfermedad pancreatica, tal como diabetes de tipo 1, es
claramente nueva e impredecible en relacién con la técnica anterior.

Como se muestra adicionalmente y se ilustra en el Ejemplo 5 de la seccién de Ejemplos posterior, un aloinjerto de
organo/tejido pancreatico de origen humano en un estadio del desarrollo de 8 semanas puede usarse para generar,
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en ausencia de formacién de teratomas, 6rganos/tejidos pancreaticos bien desarrollados productores de niveles
optimos de insulina en un receptor del mismo, y por lo tanto puede usarse para el tratamiento de una enfermedad
pancreatica tal como diabetes de tipo 1.

Se apreciara que la presente divulgacién de que puede usarse un injerto de érgano/tejido pancreatico de mamifero
que esta en dicho estadio del desarrollo para generar 6rganos/tejidos pancreaticos secretores de insulina bien
desarrollados adecuados para el tratamiento de una enfermedad pancreatica, tal como diabetes de tipo 1, es
claramente nueva e impredecible con respecto a la técnica anterior.

Como alternativa, los ejemplos de enfermedades que pueden tratarse mediante aspectos de la presente divulgacion
en relacién con el trasplante de un injerto de 6rgano/tejido pancreatico incluyen diabetes de tipo 2 y cancer
pancreatico.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la presente divulgacion, se proporciona un método para
generar tejido pulmonar en un sujeto mamifero que lo necesite. El método se efectla trasplantando al sujeto un
injerto pulmonar de mamifero en desarrollo que esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al
de un érgano/tejido pulmonar porcino en un estadio gestacional de aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias
de gestacion.

El método de acuerdo con este aspecto de la presente divulgacion puede usarse para tratar cualquier enfermedad
en el sujeto que sea susceptible de tratamiento mediante trasplante de un injerto de érgano/tejido pulmonar.

Preferentemente, el injerto pulmonar esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un
6rgano/tejido pulmonar porcino en un estadio gestacional de aproximadamente 56 a aproximadamente 80 dias de
gestacion.

Aunque dicho injerto puede originarse de cualquiera de diversos mamiferos donantes, como se describe
adicionalmente posteriormente en el presente documento, dicho injerto es preferentemente de origen porcino y/o no
es singénico con el sujeto, mas preferentemente ambos. Como alternativa, el injerto de d&rgano/tejido
linfoide/hematopoyético puede ser singénico con el sujeto y/o derivar de un ser humano.

Como se describe y se ilustra en el Ejemplo 7 de la seccién de Ejemplos posterior, puede usarse un xenoinjerto de
6rgano/tejido pulmonar de origen porcino en un estadio del desarrollo de 56 a 80 dias para generar, en ausencia de
la formacién de teratomas, érganos/tejidos pulmonares bien desarrollados que comprenden estructuras alveolares.
Por lo tanto, dicho injertos de 6rgano/tejido pulmonar pueden usarse para trasplante terapéutico para el tratamiento
de insuficiencia pulmonar.

Se apreciara que la presente divulgacion de que un injerto de érgano/tejido pulmonar de mamifero que esta en dicho
estadio del desarrollo puede proporcionar 6rganos/tejidos pulmonares a un receptor del mismo es claramente nueva
e impredecible con respecto a la técnica anterior.

Los ejemplos de enfermedades pulmonares que pueden tratarse de acuerdo con este aspecto de la presente
divulgacién incluyen fibrosis quistica, enfisema, asbestosis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y
fibrosis pulmonar.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional mas de la presente divulgacion, se proporciona un método para
proporcionar una funcién de érgano/tejido linfoide/hematopoyético a un sujeto mamifero.

El método se efectla trasplantando al sujeto un injerto de 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético de mamifero en
desarrollo.

El método de acuerdo con este aspecto de la presente divulgacion puede usarse para tratar cualquier enfermedad
en el sujeto que sea susceptible de tratamiento mediante trasplante de un injerto de d&rgano/tejido
linfoide/hematopoyético. En particular, el método de acuerdo con este aspecto de la presente divulgacion puede
usarse para tratar la hemofilia, en particular la hemofilia A.

Preferentemente, el injerto de érgano/tejido linfoide/hematopoyético esta en un estadio del desarrollo en el que un
organo/tejido linfoide/hematopoyético esencialmente no comprende linfocitos T.

Sin quedar ligado a un paradigma, los presentes inventores opinan que un injerto de d&rgano/tejido
linfoide/hematopoyético en dicho estadio del desarrollo tendra un riesgo minimo de inducir enfermedad de injerto
contra huésped (GVHD) en un receptor del mismo en virtud de su falta de linfocitos T.

Preferentemente, el injerto de érgano/tejido linfoide/hematopoyético esta en un estadio del desarrollo esencialmente

correspondiente al de un organo/tejido linfoide/hematopoyético porcino en un estado gestacional de
aproximadamente 42 a aproximadamente 80 dias de gestacion, mas preferentemente en un estadio del desarrollo

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2507093 T3

esencialmente correspondiente al de un érgano/tejido linfoide/hematopoyético porcino en un estadio gestacional de
aproximadamente 42 a aproximadamente 56 dias de gestacién y, mas preferentemente, en un estadio del desarrollo
esencialmente correspondiente al de un 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético porcino en un estadio gestacional de
aproximadamente 42 dias de gestacion.

El injerto de 6érgano/tejido linfoide/hematopoyético es capaz de producir linfocitos y/o células hematopoyéticas. El
organo/tejido linfoide/hematopoyético preferentemente deriva del bazo. Como alternativa, el injerto de érgano/tejido
linfoide/hematopoyético puede derivar de ganglios linfaticos, placas de Peyer, timo o médula ésea.

Aunque dicho injerto puede originarse de cualquier de diversos mamiferos donantes, como se describe
adicionalmente posteriormente en el presente documento, dicho injerto es preferentemente de origen porcino y/o no
es singénico con el sujeto, mas preferentemente ambos. Como alternativa, el injerto de d&rgano/tejido
linfoide/hematopoyético puede ser singénico con el sujeto y/o derivado de un ser humano.

Se usa preferentemente trasplante de un injerto de 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético de la presente invencion
para proporcionar funcién de 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético a un sujeto que tiene una actividad anémala de
una biomolécula producida de forma natural por un érgano/tejido linfoide/hematopoyético de mamifero.

Preferentemente, la biomolécula es un factor de cascada de coagulacion, mas preferentemente factor VIII.

Como se muestra y se ilustra en el Ejemplo 10 de la seccion de Ejemplos posterior, un xenoinjerto de érgano/tejido
linfoide/hematopoyético de origen porcino en un estadio del desarrollo de 42 dias de gestacion puede usarse para
generar, en ausencia de formacion de teratomas, 6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos bien desarrollados que
producen niveles terapéuticos de una enzima hematolégica, tal como factor VI, en el que el sujeto tiene una
enfermedad que implica una deficiencia de dicha enzima, y por lo tanto puede usarse para tratamiento de un sujeto
que tiene una enfermedad hematoldgica/metabdlica tal como una hemofilia, en particular hemofilia A.

Se apreciara que la presente divulgacién de que un injerto de 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético de mamifero que
esta en dicho estadio del desarrollo puede usarse para generar 6rganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos capaces
de generar niveles terapéuticos del factor VIl en un mamifero deficiente en factor VIII es claramente nueva e
impredecible con respecto a la técnica anterior.

Otros ejemplos de enfermedades asociadas con deficiencia de factores de coagulacién que pueden tratarse de
acuerdo con este aspecto de la presente invencién incluyen hemofilia B/deficiencia de factor IX y enfermedad de von
Willebrand/deficiencia de factor de von Willebrand. El método de acuerdo con este aspecto de la presente
divulgacién puede usarse para tratar cualquiera de diversas enfermedades de almacenamiento lisosémico
hematoldgicas, incluyendo enfermedad de Gaucher (deficiencia de glucocerebrosidasa). Se apreciara que el método
de acuerdo con este aspecto de la presente divulgacion también puede usarse para reparar una lesion esplénica.

Dependiendo del contexto de trasplante, para facilitar el prendimiento de un injerto no singénico de la presente
divulgacién, el trasplante de un injerto de la presente divulgacién puede comprender ademas provechosamente
tratar a un sujeto de la presente divulgaciéon con un régimen inmunosupresor antes de, simultdneamente con, o
después del trasplante del injerto. En general se apreciara que el prendimiento de injertos de estadio posterior
requerira mayor inmunosupresion de un receptor de injerto que para injertos de estadios mas tempranos. Las
desventajas de la terapia inmunosupresora pueden compensarse claramente por los beneficios de un 6rgano/tejido
completamente funcional; como sucede con un trasplante que salve vidas.

Preferentemente, para facilitar el prendimiento de un injerto no singénico, el régimen inmunosupresor puede
comprender provechosamente administrar de forma transitoria al sujeto al menos un inhibidor de la coestimulacién
de linfocitos T y al menos un inhibidor de ligando CD40, y mas preferentemente puede comprender ademas
administrar al sujeto un inhibidor de la proliferacion de linfocitos T.

Preferentemente, el inhibidor de la coestimulacion de linfocitos T es CDTLA4-Ig, el inhibidor de ligando CD40 es el
anticuerpo anti ligando CD40, y el inhibidor de la proliferacion de linfocitos T es rapamicina. Como alternativa, el
inhibidor de la coestimulacion de linfocitos T puede ser un anticuerpo anti CD40. Como alternativa, el inhibidor de la
coestimulacién de linfocitos T puede ser un anticuerpo especifico para B7-1, B7-2 o CD28. Dichos farmacos
polipeptidicos son particularmente ventajosos ya que estos son, a diferencia de los farmacos inmunosupresores
habitualmente usados como ciclosporina A, esencialmente no téxicos y/o no carcinogénicos, y en virtud del bloqueo
pasivo de interacciones de receptores de superficie celular, proporcionan inmunosupresion reversible y temporal del
sujeto.

Un régimen inmunosupresor adecuado para superar el rechazo de xenoinjertos porcinos, como se describe en el
Ejemplo 6 (Figura 8c), es el siguiente: rapamicina administrada por via subcutédnea a 1,5 miligramos por kilogramo
diariamente desde el dia 0 + 8 miligramos por kilogramo de CTLA4-Ilg, y 10 miligramos de anticuerpos anti ligando
CD40 por kilogramo administrados por via intraperitoneal los dias 0, 2, 4, 6 después del trasplante.
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Los ejemplos de tipos adecuados de regimenes inmunosupresores incluyen administracion de farmacos
inmunosupresores, poblaciones celulares inductoras de tolerancia y/o irradiacién inmunosupresora.

Se proporcionan amplias directrices para seleccionar y administrar regimenes inmunosupresores adecuados para el
trasplante en la bibliografia de la técnica (por ejemplo, véase: Kirkpatrick CH. y Rowlands DT Jr., 1992. JAMA. 268,
2952; Higgins RM. et al., 1996. Lancet 348, 1208; Suthanthiran M. y Strom TB., 1996. New Engl. J. Med. 331, 365;
Midthun DE. et al., 1997. Mayo Clin Proc. 72, 175; Morrison VA. et al., 1994. Am J Med. 97, 14; Hanto DW., 1995.
Annu Rev Med. 46, 381; Senderowicz AM. et al., 1997. Ann Intern Med. 126, 882; Vincenti F. et al., 1998. New Engl.
J. Med. 338, 161; Dantal J. ef al. 1998. Lancet 351, 623).

Los ejemplos de farmacos inmunosupresores adecuados incluyen, pero sin limitacién, CTLA4-lg, anticuerpos anti
CD40, anticuerpos anti ligando de CD40, anticuerpos anti B7, anticuerpos anti CD3 (por ejemplo, anticuerpo anti
CDS3 humano OKTS3), metotrexato (MTX), Copaxona, rapamicina, prednisona, metil prednisolona, azatiopreno,
ciclosporina A (CsA), tacrolimus, ciclofosfamida y fludarabina, mofetil micofenolato, daclizumab [un anticuerpo anti
cadena alfa de IL2R (CD25) humanizado (IgG1 Fc)], y anticuerpos anti linfocitos T conjugados con toxinas (por
ejemplo, cadena A del célera o toxina de Pseudomonas).

Puede trasplantarse un injerto de acuerdo con la presente divulgacion al sujeto de cualquiera de diversas maneras,
dependiendo de la aplicacién y fin, para proporcionar una funcion especifica de 6rgano/tejido al sujeto de acuerdo
con las ensefianzas de la presente divulgacion. Un experto habitual en la materia, tal como un cirujano de
trasplantes especializado en la enfermedad para tratar, poseera la experiencia necesaria para aplicar las
ensefanzas de la presente divulgacion para trasplantar un injerto terapéuticamente eficaz de la presente divulgacion
a un sujeto de la presente divulgacién. Se apreciara que para tratar la enfermedad, el trasplante del injerto deberia
efectuarse de tal manera que reemplace o repare terapéuticamente el 6rgano o tejido que presenta la fisiologia o
morfologia patolégica asociada con la enfermedad.

Como se usa en el presente documento, la expresion “injerto terapéuticamente eficaz” se refiere a un injerto que
tiene caracteristicas estructurales y/o funcionales tales que el trasplante del mismo al sujeto sirva para tratar la
enfermedad.

El trasplante de un injerto de la presente divulgacion puede efectuarse de numerosas maneras, dependiendo de
diversos parametros, tales como, por ejemplo, el tipo, estadio o gravedad de la enfermedad para tratar, los
parametros fisicos o fisioldgicos especificos para el sujeto individual y/o el resultado terapéutico deseado. Por
ejemplo, dependiendo de la aplicacién y fin, el trasplante del injerto puede efectuarse implantando un injerto en una
cualquiera de diversas localizaciones anatémicas adecuadas del sujeto, usando un injerto que consiste en un 6rgano
o tejido completo o parcial y/o usando un injerto que consiste en diversos nimeros de 6rganos discretos, tejidos y/o
partes de los mismos.

Un injerto de la presente divulgacién puede derivar de un donante que es de una cualquiera de diversas especies.
Los origenes de especie adecuados para el injerto que comprenden los principales animales domesticados o de
ganado y primates, que se han caracterizado exhaustivamente con respecto a la correlacion del estadio de
diferenciacién con el estadio gestacional pueden ser adecuados para practicar el método. Dichos animales incluyen
bovinos (por ejemplo, vaca), equinos (por ejemplo, caballo), ovinos (por ejemplo, cabra, oveja), felinos (por ejemplo,
Felis domestica), caninos (por ejemplo, Canis domestica), roedores (por ejemplo, raton, rata, conejo, cobaya, gerbo,
hamster) y primates (por ejemplo, chimpancé, mono rhesus, macaco; titi).

Pueden emplearse diversos métodos para obtener un injerto en un estadio del desarrollo esencialmente
correspondiente al de un injerto derivado de porcino o un ser humano, como se ensefia en el presente documento.
La obtencion de dicho injerto se efectia de forma optima recogiendo el injerto de un embrién o feto donante de
injerto en desarrollo en dicho estadio de gestaciéon. Se entendera por los expertos en la técnica que el estadio
gestacional de un organismo es el periodo de tiempo transcurrido después de fertilizacion del oocito que genera el
organismo.

Puede obtenerse un injerto en un estadio del desarrollo deseado por cultivo in vitro de células, 6érganos/tejidos.
Dicha diferenciacion in vitro controlada de células, tejidos u érganos se realiza de forma rutinaria, por ejemplo,
usando el cultivo de lineas de células madre embrionarias para generar cultivos que contienen
células/tejidos/6rganos de linajes deseados. Por ejemplo, para la generacion de diversos linajes, incluyendo linajes
endodérmicos tales como el higado; se hace referencia a linajes ectodérmicos tales como cerebro, piel y adrenal; y
linajes mesodérmicos tales como musculo, cartilago, conducto mulleriano y corazén, por ejemplo, en: Schuldiner M.
et al., 2000. Proc Natl Acad Sci U S A. 97: 11307-11312 e liskovitz-Eldor J. et al., 2000. Mol Med 6:88; para
diferenciacion pancreatica de células madre embrionarias, véase, por ejemplo: Lee S. H., et al., 2000. Nature
Biotechnol. 18: 675; Lumelsky et al., 2001. Science 292: 1389-1394; Soria et al., 2000. Diabetes 49: 1-6; Schuldiner
M. et al., 2000. Proc Natl Acad Sci U S A. 97:11307-11312. Para la diferenciacion de linajes pulmonares, véase por
ejemplo, Otto WR., 1997. Int J Exp Pathol. 78: 291-310.
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La siguiente tabla proporciona ejemplos de los estadios gestacionales de injertos humanos y porcinos en los que
estos pueden proporcionar injertos que son esencialmente de estadios del desarrollo correspondientes:

Estadios gestacionales correspondientes de cerdos y seres humanos.

Estadio gestacional de injerto porcino (dias) |Estadio gestacional de injerto humano (dias)

18 44

20 49

22 54

23 56-57

25 61-62

26 63

28 68-69

31 75

38 92

42 102

46 112

49 119

56 136

62 151

72 175

80 195

88 214

El estadio gestacional (en dias) de un injerto que pertenece a una especie dada que esta en
un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente al de un injerto porcino puede
calcularse de acuerdo con la siguiente formula: [estadio gestacional de injerto porcino en dias]
/ [periodo gestacional de cerdo en dias] x [estadio gestacional de injerto de la especie dada en
dias]. De forma similar, el estadio gestacional (en dias) de un injerto que pertenece a una
especie dada que esta en un estadio del desarrollo esencialmente correspondiente a la de un
injerto humano puede calcularse de acuerdo con la siguiente formula: [estadio gestacional de
injerto humano en dias] / [periodo gestacional de seres humanos en dias] x [estadio
gestacional del injerto de una especie dada en dias]. El estadio gestacional de los cerdos es
de aproximadamente 115 dias y el de seres humanos es de aproximadamente 280 dias.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, el trasplante de injerto puede efectuarse por
trasplante del mismo en diversas localizaciones anatdmicas adecuadas para que sea terapéuticamente eficaz.

Dependiendo de la aplicacion y el fin, el injerto puede trasplantarse a una localizaciéon anatémica homotdpica (una
localizacién anatémica normal para el tipo de 6rgano o tejido del injerto), o en una localizacién anatémica ectopica
(una localizacién anatdémica anémala para el tipo de 6rgano o tejido del injerto). Opcionalmente, cuando se
trasplanta el injerto para reparar o reemplazar un érgano/tejido dafiado, este Ultimo puede retirarse, por ejemplo,
para permitir el crecimiento y prendimiento del injerto, por ejemplo en el contexto del reemplazo de 6rganos por
trasplante del injerto en una localizacion anatémica homotépica.

Dependiendo de la aplicacion y fin, el injerto puede implantarse provechosamente bajo la capsula renal, o en el
rifidn, la grasa testicular, el tejido subcutaneo, el omento, la vena porta, el higado, el bazo, la cavidad cardiaca, el
corazon, la cavidad toracica, el pulmdn, el pancreas y/o el espacio intraabdominal.

El trasplante de un injerto de 6&rgano/tejido pancreatico de la presente divulgacion puede efectuarse
provechosamente trasplantando el injerto a la vena porta, el higado, el pancreas, la grasa testicular, el tejido
subcutaneo, el omento, un asa intestinal (la subserosa de un asa U del intestino delgado) y/o el espacio
intraabdominal. Preferentemente, el trasplante de un injerto de érgano/tejido pancreatico de la presente divulgacion
se efectla trasplantando el injerto bajo al menos una capsula renal del sujeto. Preferentemente, para trasplantar un
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injerto de érgano/tejido pancreatico a la vena porta, el injerto de 6rgano/tejido pancreatico es un injerto de islotes
pancreaticos. Para el sitio del omento, el omento se reconocerd y se creara un bolsillo del omento por ligamiento de
sutura circular seguido de implantacién de tejido embrionario en el bolsillo. Se proporcionan directrices para practicar
el trasplante terapéutico de injertos de érganos/tejidos pancreaticos de acuerdo con las ensefianzas de la presente
divulgacion en la seccion de Ejemplos posterior.

Como se describe y se ilustra en la seccibn de Ejemplos posterior, un injerto de d&rgano/tejido
linfoide/hematopoyético o pancreatico puede trasplantarse bajo una capsula renal de un mamifero para producir
niveles significativos de insulina o de un factor hematolégico tal como el factor VIII, respectivamente, en el suero del
sujeto.

Como se describe adicionalmente y se ilustra en la seccién de Ejemplos posterior, puede trasplantarse un injerto de
o6rgano/tejido pulmonar bajo una capsula renal de un mamifero para generar érganos/tejidos pulmonares bien
desarrollados que comprenden estructuras alveolares en el sujeto. Dichos 6rganos/tejidos pulmonares pueden
volver a implantarse de forma adecuada en el térax del sujeto después de dicho desarrollo de tal manera que
proporcione funcién pulmonar al sujeto.

Dependiendo de la aplicacién y fin, el trasplante del injerto puede efectuarse trasplantando un injerto que consiste en
un érgano completo o parcial y/o puede efectuarse trasplantando un injerto que consiste en diversos niumeros de
organos discretos, tejidos y/o partes de los mismos.

Por ejemplo, el trasplante de numeros crecientes de injertos de 6rganos o tejidos discretos puede emplearse
provechosamente para aumentar el efecto terapéutico fisiolégico o fisico del injerto a niveles deseados. Por ejemplo,
cuando el injerto es un injerto de islotes pancreaticos, el aumento del nimero de injertos puede usarse para generar
niveles en suero suficientemente altos de una hormona pancreatica, tal como insulina, para tratar una deficiencia de
hormona pancreatica tal como diabetes de tipo 1. De forma similar, el aumento del nimero y/o la masa de injertos de
organos/tejidos linfoides/hematopoyéticos puede usarse para generar niveles suficientemente altos del factor
hematopoyético, tal como el factor VIl o la glucocerebrosidasa, para permitir el tratamiento de la hemofilia A o
enfermedad de Gaucher, respectivamente.

Después del trasplante, pueden controlarse provechosamente la tolerancia inmunolégica del sujeto, en el caso de un
injerto no singénico, y el crecimiento funcional y estructural y la diferenciacién del injerto.

La evaluacién de los niveles en suero en el sujeto de esencialmente cualquier biomolécula producida por un injerto
de 6rgano/tejido linfoide/hematopoyético o pancreatico, tal como insulina, factor VIII, glucocerebrosidasa y similares,
cuya deficiencia se sabe que esta asociada con una enfermedad, puede controlarse facilmente de acuerdo con
métodos de diagnostico médico convencionales, incluyendo como se describe en la seccién de Ejemplos a
continuacion. La normalizacion de los niveles de glucosa en suero en el suero de un sujeto diabético después del
trasplante de un injerto de islotes pancreaticos es indicativa de funcionalidad del injerto (es decir, secrecién de
insulina fisiolégicamente regulada por el injerto). En general el desarrollo del injerto histolégico puede controlarse
mediante biopsia y el desarrollo del injerto estructural/morfol6gico general puede controlarse mediante cualquiera de
diversos métodos de captura de imagenes y diagndstico médico convencionales.

Pueden emplearse diversos métodos para evaluar la tolerancia inmunolédgica del sujeto al injerto. Por ejemplo, la
tolerancia puede evaluarse controlando la infiltracion especifica de linfocitos T o leucocitos especificos del sujeto del
injerto, controlando el origen de la vasculatura del injerto y/o controlando la apariencia histolégica de estructuras
especificas del 6rgano o tejido. Dicho control puede efectuarse provechosamente usando métodos, tales como
mediante biopsia de muestra, conocidos por los expertos en la materia. La infiltracién de leucocitos, neutréfilos,
linfocitos citoliticos naturales o linfocitos T del sujeto en el injerto, o falta de la misma, es normalmente indicativa de
injerto subéptimo u éptimo de un injerto no singénico en el sujeto, respectivamente. En casos en los que la tolerancia
del sujeto del injerto requiere mejora, puede realizarse o ajustarse provechosamente el tratamiento inmunosupresor
adjunto terapéutico del sujeto, como se ha descrito anteriormente en el presente documento. Se apreciara por el
experto en la materia que un injerto tolerado de forma 6ptima es un injerto no rechazado o sustancialmente no
infiltrado en el sujeto por linfocitos T no singénicos con el injerto. Un injerto puede rechazarse mediante rechazo
hiperagudo, rechazo agudo o rechazo crénico. Se proporcionan en la bibliografia de la técnica directrices amplias
para determinar el rechazo de injertos (por ejemplo, véase: Kirkpatrick CH. y Rowlands DT Jr., 1992. JAMA. 268,
2952; Higgins RM. et al., 1996. Lancet 348, 1208; Suthanthiran M. y Strom TB., 1996. New Engl. J. Med. 331, 365;
Midthun DE. et al., 1997. Mayo Clin Proc. 72, 175; Morrison VA. et al., 1994. Am J Med. 97, 14; Hanto DW., 1995.
Annu Rev Med. 46, 381; Senderowicz AM. et al., 1997. Ann Intern Med. 126, 882; Vincenti F. et al., 1998. New Engl.
J. Med. 338, 161; Dantal J. et al. 1998. Lancet 351, 623). La vascularizacion derivada de injerto se correlacionara en
general con mal prendimiento, y tendera a aumentar con el estadio gestacional del injerto en el momento de la
implantacion.

Se apreciara que la presente divulgacion permite la identificacion de estadios del desarrollo apropiados de injertos

de drganos/tejidos de cualquiera de diversos linajes que pueden usarse para tratamiento de esencialmente cualquier
enfermedad asociada con la fisiologia o morfologia de 6rganos o tejidos patolégica que es susceptible del
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tratamiento mediante trasplante. Dichas enfermedades incluyen enfermedades renales, esplénicas, pancreaticas,
cardiacas, hepaticas, hematol6gicas, genéticas, pulmonares, cerebrales, gastrointestinales, musculares, endocrinas,
Oseas, neurales, hematolégicas/metabdlicas, dérmicas, cosméticas, oftalmologicas y vasculares.

Por lo tanto, la presente divulgacion identifica estadios del desarrollo de injertos de érganos/tejidos pancreaticos,
pulmonares y linfoides/hematopoyéticos, tales como injertos porcinos que pueden obtenerse esencialmente en
cantidades ilimitadas, en los que dichos injertos pueden usarse para tratar de forma 6ptima enfermedades en seres
humanos, tales como diabetes de tipo 1 y hemofilia A, que son susceptibles de tratamiento mediante trasplante,
respectivamente, de 6rganos/tejidos pancreaticos, pulmonares o linfoides/hematopoyéticos.

Se espera que durante la vida de esta patente se desarrollen muchas técnicas de diagnoéstico médico relevantes y
se pretende que el alcance de la frase “método para evaluar el estadio de diferenciacion de un 6rgano de mamifero
mas adecuado para el trasplante del mismo en un sujeto mamifero” incluya todas estas nuevas tecnologias a priori.

Resultaran evidentes para un experto en la materia objetos, ventajas y caracteristicas nuevas adicionales de la
presente divulgacién tras el examen de los siguientes ejemplos, que no se pretende que sean limitantes.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente divulgacion como se han indicado
anteriormente en el presente documento y como se reivindica en la seccién de reivindicaciones posteriormente
encuentra apoyo experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace ahora referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencién
de una manera no limitante.

En general, la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican exhaustivamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, “Molecular Cloning: A laboratory
Manual” Sambrook et al., (1989); “Current Protocols in Molecular Biology” Volumenes I-Ill Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, “A
Practical Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., “Recombinant DNA”,
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) “Genome Analysis: A Laboratory Manual Series”, Vols. 1-
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se exponen en las Patentes de
Estados Unidos N? 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; “Cell Biology: A Laboratory Handbook”,
Volumenes I-1ll Cellis, J. E., ed. (1994); “Current Protocols in Immunology” Volumenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994);
Stites et al. (eds), “Basic and Clinical Immunology” (82 Edicién), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y
Shiigi (eds), “Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); se describen
exhaustivamente inmunoensayos disponibles en la bibliografia de patentes y cientifica, véase, por ejemplo, Patentes
de Estados Unidos N? 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654;
3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; “Oligonucleotide
Synthesis” Gait, M. J., ed. (1984); “Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1985);
“Transcription and Translation” Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); “Animal Cell Culture” Freshney, R. I., ed.
(1986); “Immobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); “A Practical Guide to Molecular Cloning” Perbal, B.,
(1984) y “Methods in Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press; “PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., “Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Laboratory Course Manual” CSHL Press (1996). Se proporcionan otras referencias generales a
lo largo de este documento. Se cree que los procedimientos de las mismas se conocen bien en la técnica y se
proporcionan para la conveniencia del lector.

A no ser que se definan de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la técnica a la que pertenece la
presente invencién. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen a continuacion métodos y
materiales adecuados.

EJEMPLO 1
Material y métodos diversos

Trasplante de tejido fetal bajo la capsula renal: puede desearse el trasplante de un injerto bajo la capsula renal
para injertos distintos de injertos renales. El trasplante de tejido fetal bajo la capsula renal de ratones receptores se
realizé como se ha descrito previamente (Dekel, B. et al.,, 1997. Transplantation 64, 1541-1550). Se usaron érganos
humanos o porcinos fetales completos o tejidos completos o fragmentos de tejidos de 1-2 milimetros de diametro en
estadios posteriores de gestacién en los trasplantes. Para ensayos de crecimiento, se realizd trasplante 7-10
después de la reconstitucion de hospedadores irradiados con médula ésea NOD/SCID. Como alternativa, se
trasplantaron tejidos fetales en ratones receptores SCID. Para el trasplante, los tejidos fetales se mantuvieron en
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condicione estériles a 4 grados centigrados durante aproximadamente dos horas en RPMI 1640 o medio de Eagle
modificado por Dulbecco complementado con suero de ternero fetal al 10 por ciento (FCS; Biological Industries, Beit
Haemek, Israel). El trasplante de tejido se realizé bajo anestesia general inducida por la inyeccion intraperitoneal de
Avertin 2,5 por ciento en solucion salina tamponada con fosfato (10 mililitros por kilogramo de peso corporal). Ambos
rinones del hospedador se expusieron mediante una incision bilateral, se realizé una incisiéon de 1,5 milimetros en el
extremo caudal de la capsula renal, y se implantd un fragmento de aproximadamente un milimetro cubico de tejido
renal bajo cada capsula renal. Los tejidos también se trasplantaron por via intraabdominal para controlar con
respecto al privilegio inmunitario especifico de espacio sucapsular renal. Los ratones trasplantados se trataron de
forma postoperatoria con ciprofloxacina en su agua para beber durante 7 dias.

Andlisis de la vascularizacion del injerto: se inmunotifieron secciones de parafina de cinco micrémetros de grosor
con anticuerpos especificos para vasos sanguineos, incluyendo PECAM-1 y CD-31, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se realizaron recuentos de Vasos Sanguineos en regiones similares dentro de los
injertos por cada campo de gran aumento (5 campos consecutivos por trasplante en 5 trasplantes por grupo).

EJEMPLO 2

Trasplante de injertos de organos/tejidos pancreadticos humanos y animales fetales de 12-16 semanas en un
hospedador

Los drganos/tejidos humanos o porcinos fetales trasplantados a un hospedador son capaces de generar
organos/tejidos integrados en el hospedador, estructural y funcionalmente diferenciados, 6ptimamente tolerados por
linfocitos humanos alorreactivos/xenorreactivos. Por lo tanto, al concebir la presente invencién, se plante6 la
hipotesis de que el trasplante de érganos/tejidos pancreaticos humanos o animales fetales recogidos en una ventana
temporal definida a un hospedador generara 6rganos/tejidos pancreaticos que presentan desarrollo significativo, de
la siguiente manera.

Materiales y métodos:

Tejidos pancredticos donantes: Se obtuvieron tejidos pancreaticos de estadio gestacional de 12 a 16 semanas
humanos después de legrado, con tiempo de isquemia caliente de menos de 30 minutos. Después de la diseccion,
los tejidos pancreaticos se mantuvieron a 4 grados centigrados en solucién de UW durante menos de 45 minutos en
condiciones estériles. El protocolo de estudio se aprobd por el comité de Helsinki del hospital (Kaplan Medical
Center, Rehovot, Israel).

Se microdiseccionaron tejidos pancreaticos animales en un estadio gestacional de 12 a 14 dias de embriones de
raton bajo el microscopio Optico. Los tejidos se mantuvieron a 4 grados centigrados en solucion de medio RPMI
1640 antes del trasplante.

Procedimiento de trasplante: se realiz6 el trasplante de érganos/tejidos pancreaticos humanos y animales en
estadios tempranos del desarrollo gestacional como se describe en el Ejemplo 1 de la secciéon de Ejemplos anterior
con modificaciones. Para el trasplante bajo la capsula renal, el rinén del hospedador se expone a través de una
incision lateral izquierda, se realiza una incisién de 1,5 milimetros en el extremo caudal de la capsula renal y se
injertan tejidos pancreaticos donantes bajo la capsula renal en fragmentos de [1-2] x [1-2] milimetros.

Resultados experimentales:

Se trasplantaron cuatro injertos derivados de érgano/tejido pancreatico humano de estadio gestacional de 12 a 16
semanas bajo la capsula renal en 4 ratones SCID y 4 normales. El tamafio de cada fragmento en el trasplante fue de
1-2 milimetros de diametro. En todos los ratones inmunocompetentes se detecté rechazo que comenzaba a los 5
dias después del trasplante como se determina por analisis histolégico que indica necrosis del injerto y destruccion
tisular. En todos los ratones inmunodeficientes, se observé aceptacion del injerto, como se determina por el
crecimiento del injerto y ausencia de sefiales de rechazo tras el examen histolégico y macroscépico. En un injerto
derivado de tejido pancreatico humano de estadio gestacional de 12 semanas recogido a las 8 semanas después del
trasplante, el tamafio del injerto habia aumentado 10 veces (2 x 2 milimetros antes del trasplante a 8 x 5 milimetros
en el momento de la recogida).

Se trasplantaron 6rganos/tejidos pancreaticos de estadio gestacional de 14, 13 y 12 dias de ratdén bajo la capsula
renal en ratones singénicos inmunodeficientes (Balb/c). En un injerto derivado de tejido de estadio gestacional de 12
dias recogido 2 semanas después del trasplante, el tamafo del injerto habia aumentado 10 veces (1 x 1 milimetro
antes del trasplante a 5 x 3 milimetros después del trasplante).

Conclusion: los 6rganos/tejidos pancreaticos humanos o animales de estadio gestacional tardio trasplantados a
hospedadores generan organos/tejidos pancreaticos que presentan desarrollo significativo. Estos resultados
anticipan por lo tanto el uso de injertos pancreaticos humanos de estadio gestacional de 14-20 semanas para el
tratamiento de enfermedades que pueden beneficiarse del trasplante de estos (por ejemplo, diabetes).
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EJEMPLO 3
Generacion de ratones diabéticos
Materiales y métodos:

Se induce diabetes en ratones hospedadores por tratamiento con estreptozotocina, como se ha descrito previamente
(Soria et al., 2000. Diabetes 49, 1-6) o por aloxano (revisado en T. Szkudelski, 2001, Physiol. Res. 50: 536-546).

Brevemente, se induce diabetes en hospedadores de raton mediante una Unica inyeccion intraperitoneal de 200
miligramos de estreptozotocina (Sigma) recién disuelta en tampén citrato (pH 4,5) por kilogramo de peso corporal.
Después se confirma la aparicién de diabetes y se controla por la presencia de pérdida de peso, poliuria, y niveles
de glucosa en sangre de menos de 500 miligramos/dl. Se obtiene sangre para ensayos de glucosa por corte de la
cola y se mide entre las 9 y las 11 de la manana en condiciones sin ayunas y se analiza con un medidor de glucosa
portatil. Dos semanas después de la inyeccion de estreptozotocina, se injertan en receptores diabéticos tejidos
pancreaticos donantes y se controlan los niveles de glucosa como se ha descrito anteriormente para determinar la
restauracion del control glucémico.

Protocolo de aloxano: para determinar la capacidad del injerto para regular la hiperglucemia del ratén, se inyect6 a
ratones NOD-SCID con injertos y sin injertos (pancreas embrionario E42 4 meses después del trasplante) por via
intravenosa Aloxano (Sigma-Aldrich 90 miligramos por kilogramo), que se sabe que destruye células beta de
roedores, pero no humanas o porcinas (Eizirik D, et al. 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91: 9253). Se prepar6 aloxano
disolviendo 30 miligramos de monohidrato de aloxano al 90 por ciento en 1 mililitro de solucién de HCL 1 mM de
NaCl 0,9 por ciento. La dosis para inyeccién IV es de 90 miligramos por kilogramo. Se midieron las concentraciones
de glucosa por corte de la cola antes del tratamiento con aloxano, 4 dias y 10 dias después de la administracion del
aloxano y después una vez a la semana.

EJEMPLO 4

Tratamiento de diabetes por trasplante de tejido pancreadtico humano o porcino de estadio gestacional
temprano en receptores humanos diabéticos con o sin inmunosupresion minima de los receptores.

La diabetes es una enfermedad de enorme impacto médico y econdémico, sin embargo el tratamiento de esta
enfermedad por la inyeccion diaria de insulina, la terapia convencional, no previene o alivia satisfactoriamente sus
consecuencias debilitantes o letales. Un intento de superar esta limitacion ha sido el tratamiento de la diabetes por el
trasplante de islotes pancreaticos de donantes muertos adultos. Sin embargo, esta estrategia no puede practicarse
de forma rutinaria debido a los numeros insuficientes de pancreas de donantes alogénicos inmunolégicamente
coincidentes de los que aislar los nimeros suficientes de islotes requeridos.

Como se ensefa en el documento U.S. 200300960186, los injertos derivados de érganos/tejidos renales humanos de
estadio gestacional de 7 a 8 semanas, o injertos derivados de 6rganos/tejidos porcinos de estadio gestacional de 20
a 28 dias trasplantados en hospedadores generan 6érganos/tejidos renales, estructural y funcionalmente
diferenciados, de tipo de injerto éptimamente tolerado por linfocitos humanos alorreactivos/xenorreactivos.

Los ejemplos 5y 6 en el presente documento se incorporan como ejemplos comparativos. El éxito de estos estudios
se valor6 basandose en los datos morfoldgicos, histolégicos e inmunoquimicos. La presente invencién muestra
ahora por primera vez datos funcionales que apoyan el trasplante de tejido pancreatico, esplénico y pulmonar fetal
en un estadio gestacional posterior al previamente descrito.

EJEMPLO de referencia 5
Trasplante de injertos de organos/tejidos pancreaticos humanos de 8 semanas

El trasplante de injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos humanos de estadio gestacional de 8 semanas o porcinos
de estadio gestacional de 27 a 28 dias genera, en ausencia de teratomas derivados de injerto, érganos/tejidos
pancredaticos productores de insulina que se toleraran de forma O6ptima por linfocitos humanos
alorreactivos/xenorreactivos. Este ejemplo se proporciona como un ejemplo comparativo.

El trasplante de érganos/tejidos pancreaticos de donantes alogénicos sigue siendo la opcion terapéutica éptima en
caso de insuficiencia pancreatica. Sin embargo, el trasplante terapéutico de injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos
derivados de un donante alogénico es con frecuencia imposible de implementar debido a barreras de haplotipo
coincidente. Ademas, incluso cuando se encuentra un donante coincidente, para evitar el rechazo del injerto dicho
trasplante requiere la inmunosupresion del receptor del injerto permanente, habitualmente mediante la
administracion de farmacos inmunosupresores toxicos tales como ciclosporina A. Dichos tratamientos
inmunosupresores contribuyen a los inconvenientes del trasplante alogénico, ya que estos con frecuencia no tienen
éxito en la prevencion del rechazo de injertos a corto plazo, y son habitualmente incapaces de prevenir de forma
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indefinida el rechazo de injertos. Una alternativa al trasplante de aloinjertos implica el trasplante de xenoinjertos, en
particular injertos porcinos, que se consideran la alternativa animal 6ptima a los injertos humanos. Sin embargo, los
xenoinjertos en general no pueden usarse para trasplante debido a la alta tolerancia subdptima de dichos injertos
por linfocitos humanos. Por lo tanto, son altamente deseables 6érganos/tejidos pancreaticos adecuados para el
trasplante terapéutico en seres humanos y tolerados por linfocitos humanos no singénicos, y fuentes adecuadas de
dichos 6érganos/tejidos.

Una estrategia potente para proporcionar érganos/tejidos pancreaticos para el trasplante implica el uso de injertos
fetales de dichos érganos/tejidos, ya que se ha demostrado que cuanto mas temprano sea el estadio del desarrollo
de un o6rgano/tejido, mejor se tolerara cuando se trasplante a un hospedador no singénico. Sin embargo, hasta la
fecha, no se ha conseguido la generacién de tejidos/6rganos derivados de injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos
que presentan crecimiento y diferenciacién satisfactorios en ausencia de teratomas derivados de injertos, y
tolerancia inmunoldgica satisfactoria por linfocitos humanos alorreactivos/xenorreactivos, sin 0 con inmunosupresion
minima.

Se ha presentado la hipoétesis de que existe un estadio de desarrollo fetal durante el que los 6rganos/tejidos
pancreaticos estan suficientemente diferenciados para comprometerse al desarrollo especifico de pancreas en
ausencia de teratomas derivados de injertos siendo al mismo tiempo suficientemente indiferenciados para tolerarse
de forma 6ptima cuando se trasplantan a un hospedador no singénico. Mientras se reducia la presente invencién a
la practica, se descubri6 inesperadamente la existencia de estadios gestacionales especificos durante los que los
organos/tejidos pancreaticos humanos o porcinos pueden trasplantarse a un hospedador para generar, en ausencia
de teratomas derivados de injertos, 6rganos/tejidos productores de insulina estructural y funcionalmente
diferenciados que se toleraran de forma optima por linfocitos humanos alorreactivos/xenorreactivos, como se
describe posteriormente.

Materiales y métodos:

Recogida de organos/tejidos pancreaticos de estadio gestacional humano: Se obtuvieron érganos/tejidos
pancreaticos de estadio gestacional humano para el trasplante mediante extraccion de fragmentos de
organos/tejidos después de abortos voluntarios realizados de forma mecanica por aspiracion en un estadio
gestacional de 8 semanas, después de obtener el consentimiento informado. El tiempo de isquemia caliente de las
muestras recogidas se mantuvo a menos de 30 minutos, y después de la diseccidn, los precursores de érganos se
mantuvieron a 40 grados centigrados en solucién UW o PBS durante menos de 45 minutos en condiciones estériles.
El protocolo de estudio se aprobd por el comité de Helsinki del hospital (Centro Médico Kaplan, Rehovot, Israel).

Recogida de organos/tejidos pancredticos de estadio gestacional porcino: Se obtuvieron 6érganos/tejidos
pancreaticos de estadio gestacional porcino para el trasplante con la ayuda del Instituto Lahav para la investigacion
animal, Kibbutz Lahav. Los tejidos en desarrollo se recogieron en un estadio gestacional de 27-28 dias de cerdas
embarazadas operadas bajo anestesia general. El protocolo de estudio se aprob6 por el Comité de Etica del instituto
local. Se extrajeron tejidos para trasplante bajo un microscopio 6ptico y se mantuvieron en condiciones estériles a 40
grados centigrados durante aproximadamente dos horas en RPMI 1640 (Biological Industries, Bet HaEmek, Israel)
antes del trasplante.

Procedimiento de trasplante: Se realizaron trasplantes en quimeras de Balb/c x NOD/SCID o ratones NOD/SCID
bajo anestesia general inducida por inyeccién intraperitoneal de Avertina 2,5 por ciento en PBS (10 mililitros por
kilogramo). Para el trasplante bajo la capsula renal, el rindn del hospedador se expuso mediante una incision lateral
izquierda. Se realiz6 una incision de 1,5 mm en el extremo caudal de la capsula renal, y se implantaron fragmentos
de 1-2 milimetros de diametro de tejido pancreatico de estadio gestacional bajo la capsula renal.

Anadlisis histologico: se usé el clon de anticuerpo anti citoqueratina MNF 116 (no reactivo de forma cruzada con
tejidos de ratén) para inmunotefiir el epitelio porcino; y se obtuvo el clon de anticuerpo anti insulina y el anticuerpo
anti vimentina humana clon V9 (no reactivo de forma cruzada con tejidos de raton; usado para tefiir células
mesenquimales humanas) de DAKO. Los tejidos se fijaron por incubacién durante una noche en paraformaldehido al
4 por ciento en PBS, los tejidos fijados se procesaron mediante alcoholes graduados, mediante xilenos y se
incluyeron en parafina. Se cortaron secciones de cuatro micrometros de grosor de tejidos incluidos y se montaron en
portaobjetos de vidrio con carga positiva. Las secciones tisulares montadas en portaobjetos se desparafinizaron en
xilenos después de la rehidratacién en alcoholes graduados. Se inactivd la peroxidasa enddgena en peroxido de
hidrégeno al 0,6 por ciento en metanol al 70 por ciento durante 20 minutos. Se aplicé recuperacion de antigenos por
hervido en microondas o pretratamiento con proteasa cuando fue necesario. Para la inmunotincién, los portaobjetos
se incubaron en una cadmara humidificada durante 60 minutos con anticuerpo primario, después de la aplicacién del
sistema DAKO Envision TM+, peroxidasa de rabano rusticano (HRP). Se usaron los reactivos diaminobencidina
(DAB) o aminoetilcarbasol (AEC) como cromogenos. Los portaobjetos se contratifieron con hematoxilina y se
montaron.
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Resultados experimentales:

El trasplante de xenoinjerto pancredtico de estadio gestacional de 27 a 28 dias porcino prende y presenta
diferenciacion pancreatica funcional y estructural: los injertos derivados de pancreas porcino de estadio
gestacional de 27 a 28 dias trasplantados bajo la capsula renal de ratones NOD/SCID presentaron claramente
diferenciacion estructural y funcional especifica de pancreas, 6 semanas después del trasplante. Los injertos
derivados de higado porcino de estadio gestacional de 28 dias trasplantados en bazos de dichos ratones que se
examinaron 5 semanas después del trasplante presentaron crecimiento pancreatico significativo. La diferenciacion
estructural pancreatica fue claramente evidente 6 semanas después del trasplante por un injerto derivado de tejido
pancreatico porcino de estadio gestacional de 27 dias como se determiné mediante secciones tisulares de injerto
tefiidas con H y E que mostraron diferenciacion de las estructuras lobulares pancreaticas con estructuras
pancreaticas ductales y acinares. La diferenciacién funcional pancreatica también fue evidente a las 6 semanas
después del trasplante en secciones tisulares de un injerto derivado de un tejido de estadio gestacional de 27 dias
en forma de sintesis peptidica pancredtica y de insulina. La inmunotincién de un injerto derivado de tejido
pancreatico porcino de estadio gestacional de 28 dias con anticuerpo anti citoqueratina claramente mostré la
diferenciacién de epitelios ductales pancreaticos derivados de injertos.

Los aloinjertos pancredticos de estadio gestacional de 8 semanas humanos prenden y presentan
diferenciacion pancreatica funcional y estructural: los injertos derivados de tejido pancreatico humano de estadio
gestacional de 8 semanas bajo la capsula renal de ratones NOD/SCID que portan linfocitos humanos alorreactivos
presentaron claramente diferenciacién estructural y funcional especifica de pancreas, 6 semanas después del
trasplante. La funcionalidad pancreatica del injerto se demostré de forma convincente por la diferenciacion de células
beta positivas para insulina dentro de islotes pancreaticos. Ademas, los injertos derivados de tejido pancreatico
humano de estadio gestacional de 8 semanas trasplantados bajo la capsula renal de quimeras Balb/c x NOD/SCID
que portaban PBMC humanas alorreactivas también presentaron claramente diferenciacion estructural y funcional
especifica de pancreas, como se muestra mediante diferenciacion de células mesenquimales humanas positivas
para vimentina.

Conclusion: los resultados anteriormente descritos demuestran que los injertos derivados de tejido pancreatico
humano de estadio gestacional de 8 semanas o porcino de estadio gestacional de 27 a 28 dias son capaces de
generar, en ausencia de teratomas derivados de injertos, érganos/tejidos pancreaticos productores de insulina
estructura y funcionalmente diferenciados que se toleraran de forma O&ptima por linfocitos humanos
alorreactivos/xenorreactivos. Sin embargo, como resulta evidente a partir de los resultados anteriores, el injerto de
6rgano/tejido pancreatico fetal recogido de un donante porcino en un estadio posterior, es decir por encima de E35,
y preferentemente de aproximadamente E42 a aproximadamente E56, proporciona injertos superiores que
presentan caracteristicas funcionales y duraderas en comparacioén con injertos recogidos en E28.

EJEMPLO 6

Identificacion de estadios gestacionales de injertos de drganos/tejidos pancredticos porcinos funcionales
con capacidad de desarrollo especifico de organo significativo sin riesgo o con riesgo minimo de formacion
de teratomas

Existe la necesidad urgente de fuentes de injertos adecuadas para trasplante terapéutico para el tratamiento de
enfermedades que implican la insuficiencia de érganos/tejidos tales como el higado, corazén, pancreas o pulmén.
De forma éptima, dichos injertos tendrian la capacidad de presentar el desarrollo adecuado en dichos tipos de
organos/tejidos teniendo a la vez minimo potencial para inmunogenicidad que dé como resultado rechazo de
trasplantes después del trasplante a un hospedador. Ademas, el tejido injertado deberia realizar las funciones
necesarias para el tejido particular. Un enfoque que se ha promovido durante mas de dos décadas implica el uso de
injertos fetales porcinos en estadios gestacionales suficientemente avanzados para permitir el desarrollo especifico
de o6rgano Optimo/adecuado, y suficientemente tempranos para evitar/minimizar el riesgo de la formaciéon de
teratomas, tal como se ha descrito anteriormente y en la bibliografia (Dekel B. et al., 2003. Nat Med 9:53-60) con
respecto a injertos renales de estadio gestacional porcino. Se apreciarda, sin embargo, que diferentes tipos de
organos/tejidos se diferencian en general en estadios gestacionales diferentes, que los érganos/tejidos en estadios
gestacionales crecientes tendran en general una capacidad decreciente para inducir la formacién de teratomas en
virtud de su inclusién general de nimeros decrecientes de células pluripotenciales. Se apreciara ademas que los
tipos de 6rganos/tejidos especificos pueden estar compuestos de distintas combinaciones de subtipos tisulares, por
ejemplo incluyendo tejidos del estroma, que pueden estar en diferentes estadios, de diferenciacion entre si dentro
del mismo tipo de érgano/tejido. Por lo tanto, se apreciara que los estadios gestacionales durante los que los
diferentes tipos de érganos/tejidos son suficientemente avanzados para tener la capacidad para presentar desarrollo
especifico de 6rganos optimo/adecuado, y estadios gestacionales durante los que dichos tipos de érganos/tejidos
son suficientemente diferenciados para evitar/minimizar el riesgo de la formacion de teratomas y mostrar
inmunorreactividad reducida variaran de forma independiente e impredecible entre diferentes tipos de
organos/tejidos. Por lo tanto, un inconveniente primario e importante para los enfoques de la técnica anterior es que
estos no pueden predecir si existe siquiera para los tejidos/érganos fetales estadios gestacionales que sean
suficientemente avanzados para que los injertos de los mismos tengan la capacidad de presentar desarrollo
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especifico de érgano 6ptimo/adecuado sin riesgo o con riesgo minimo de formacién de teratomas después de
trasplante de los mismos a un hospedador. Ademas, incluso si dichos estadios gestacionales de dichos
organos/tejidos de hecho existen, un inconveniente adicional de la técnica anterior es que se desconoce cudl podria
ser el tiempo de dichos estadios gestacionales.

Mientras se reducia la presente invencién a la practica, como se describe posteriormente, los presentes inventores
han realizado experimentos de ensayo y error que por primera vez demuestran inesperadamente que de hecho
existe, y por primera vez proporcionan datos que sirven para definir, el momento de los estadios gestacionales
durante los que los injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos, esplénicos y pulmonares tienen especificamente la
capacidad de diferenciarse en érganos/tejidos desarrollados de forma dptima/adecuada de dichos tipos sin riesgo o
con riesgo minimo de formaciéon de teratomas después del trasplante, induciendo a la vez minima respuesta
inmunitaria del hospedador. Como tales, los datos experimentales proporcionados a continuacién permiten métodos
de trasplante terapéuticos, que superan con creces las limitaciones criticas de la técnica.

Materiales y métodos:

Animales: lo animales se mantuvieron en condiciones aprobadas por el Comit¢é de Cuidado y Uso Animal
Institucional en el Instituto Weizmann. Se usaron ratones NOD/SCID inmunodeficientes a la edad de 8-10 semanas
(Centro de Cria Animal del Instituto Weizmann, Rehovot, Israel) como hospedadores para los estudios de trasplante.
Todos los ratones se mantuvieron en jaulas pequefias (hasta 5 animales en cada jaula) y se les aliment6 con comida
estéril y agua &cida que contenia ciprofloxacina (20 miligramos por mililitro).

Tejidos fetales porcinos: se obtuvieron precursores de pancreas, bazo y pulmén porcinos del Instituto Lahav. Las
cerdas embarazadas se operaron en estadios precisos del embarazo (E21, E24, E28, E42, E56, E80 y E100) bajo
anestesia general. Las cerdas se fertilizaron por inseminacién artificial. El momento de gestaciéon se define como el
tiempo transcurrido desde la fertilizacion. El dia de la inseminacién se designa como EO. E1 comienza al final de EOQ.
El protocolo de estudio se aprobd por ambos comités de ética en Kibbutz Lahav y el Instituto Weizmann. El tiempo
de isquemia caliente fue menor de 10 minutos y los embriones se transfirieron en PBS frio. Se extrajeron tejidos
para trasplante bajo el estereoscopio y se mantuvieron en condiciones estériles a 40 grados centigrados en RPMI
1640 (Biological Industries, Beit HaEmek, Israel) antes del trasplante. El tiempo de isquemia fria antes del trasplante
fue de aproximadamente 2 horas.

Trasplante subcapsular de rifion: se realiz6 trasplante de precursores de tejido embrionario porcino y de ratén con
anestesia general (Avertin 2,5 por ciento en PBS, 10 miligramos por kilogramo por via intraperitoneal). Se expuso el
riid del hospedador a través de una incision lateral izquierda. Se realizd una incision de 1,5 mm en el extremo
caudal de la capsula renal y se injertaron precursores del donante bajo la capsula renal en fragmentos de 1-2
milimetros de diametro.

Andlisis de crecimiento del trasplante: los animales que recibieron implantes se sacrificaron a las 6-8 semanas de
edad después del trasplante. Los érganos que portaban los injertos trasplantados se retiraron después y se fijaron
en paraformaldehido al 10 por ciento o se mantuvieron congelados. Los injertos fijados en paraformaldehido se
deshidrataron, se incluyeron en parafina y se seccionaron secuencialmente y se montaron en portaobjetos
recubiertos con poli-L-lisina y se tifieron secciones por hematoxilina-eosina (H+E).

Los ejes largo (L) y corto (W) de los injertos se midieron y se calculd la relacion tamarfo post/pretrasplante
multiplicando L x W, tanto para el original (pretrasplante) como para el injerto en el momento del sacrificio.

Andlisis de diferenciacion de trasplantes: |a tincion inmunohistoquimica para marcadores pancreaticos porcinos
incluia insulina, glucagones, polipéptido pancreatico, cromogranina, citoqueratina pancreatica especifica (CK116) y
vimentina (V9). Se tifieron injertos de pulmén con citoqueratina porcina y vimentina. Se tifieron injertos de bazo con
Factor VIII porcino.

Andlisis de respuesta funcional: se tomaron muestras de sangre en serie a las 2, 4, 6 y 8 semanas después del
trasplante del plexo retroorbital. Se separ6 el suero y se mantuvo congelado para ELISA de albumina e insulina
porcina.

Protocolos de inmunosupresion:

Se trasplantd pancreas porcino fetal de edad de gestacion E42 en ratones NOD-SCID o C57BL/6
inmunocompetentes con diferentes regimenes de inmunosupresion. Los regimenes exitosos fueron:

1. Rapamicina a 1,5 miligramos por kilogramo administrada por via subcutanea diariamente desde el dia 0 + 200
microgramos de CTLA4-Ig por ratén proporcionado IP los dias 0, 2, 4, 6 después del trasplante.

2. Rapamicina a 2,5 miligramos por kilogramo los dias 0-4 y después 1,5 miligramos por kilogramo diariamente,
administrada por via subcutanea + 200 microgramos de CTLA4-Ig por ratén administrados por via intaperitoneal
los dias 0, 2, 4, 6 después del trasplante.
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3. Rapamicina a 1,5 miligramos por kilogramo administrada por via subcutanea diariamente desde el dia 0 + 200
microgramos de CTLA4-Ig por ratdon y 250 microgramos de ligando anti CD40 por ratdn administrado por via
intraperitoneal los dias 0, 2, 4, 6 después del trasplante.

4. Rapamicina a 1,5 miligramos por kilogramo administrada por via subcutéanea diariamente comenzando el dia 0
durante 2 semanas + 200 microgramos de CTLA4-Ig por ratén y 250 microgramos de ligando anti CD40 por ratén
administrado por via intraperitoneal los dias 0, 2, 4, 6 después del trasplante.

5. Rapamicina a 1,5 miligramos por kilogramo administrada por via subcutanea diariamente desde el dia 0 + 200
microgramos de CTLA4-Ig por ratén administrado por via intraperitoneal los dias 0, 2, 4, 6 después del trasplante
+ 0,2 miligramos de COP1 por ratén administrado por via subcutanea diariamente desde el dia -7.

Resultados experimentales:

Identificacion de estadios gestacionales de injertos pancredticos, esplénicos y pulmonares porcinos con
capacidad de diferenciacion especifica de érgano optima: el potencial de inducir teratomas, a diferencia del
desarrollo tisular completamente comprometido, se definié en diferentes precursores tisulares en diferentes puntos
temporales del desarrollo embrionario porcino, mediante implantacién en ratones SCID.

La implantacién de tejido precursor de pulmén, similar a la implantacién de pancreas de estadio gestacional de 24
dias, no se asoci6 con teratomas. Sin embargo, este resultado probablemente refleje causas completamente
diferentes como puede deducirse a partir del potencial de crecimiento de los dos tejidos. Mientras que los injertos
tisulares pancreaticos estan asociados tan pronto como el dia 24 de gestacion con notable crecimiento y desarrollo
en ausencia de la formacién de teratomas, la implantacion de tejido embrionario pulmonar no muestra potencial de
crecimiento apreciable antes de o en el dia 42 de gestacion. En este momento de gestacion relativamente tardio la
presencia de células madre embrionarias pluripotenciales podria reducirse en la mayoria de los tejidos embrionarios.
Sorprendentemente, no obstante, se generaron érganos completamente funcionales.

Identificacion de estadios gestacionales de injertos pancreaticos, pulmonares y esplénicos porcinos que
permiten el desarrollo especifico de organo optimo sin riesgo/con riesgo minimo de formacion de teratomas
después del trasplante:

Después del establecimiento de los puntos temporales gestacionales mas tempranos en los que los injertos no
presentan o presentan minimo riesgo de teratoma, se realizan experimentos de trasplante para identificar estadios
gestacionales de injertos pancreaticos, pulmonares y esplénicos porcinos de estadio gestacional para el desarrollo
de dichos 6rganos/tejidos.

Injertos de organos/tejidos pancreaticos:

La Tabla 1 muestra el desarrollo de injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos, basandose en el analisis histoldgico de
tejido trasplantado. Los tejidos precursores de pancreas embrionarios, obtenidos a diferentes edades gestacionales,
se implantaron bajo la capsula renal. Se evalué el crecimiento y desarrollo tisular 6 semanas después de la
implantacion.

Se identificaron los estadios gestacionales de injertos de érganos/tejidos pancreaticos porcinos capaces de generar
tejidos pancreaticos crecientes, estructural y funcionalmente diferenciados, secretores de insulina, en ausencia de
formacion de teratomas después del trasplante. Ninguno de los ratones implantados mostr6 crecimiento de
teratomas. El analisis histolégico de tejido precursor pancreatico porcino embrionario creciente revelé que el
desarrollo del pancreas después de la implantacion de todos los estadios esta libre de riesgo de teratoma y presenta
crecimiento y desarrollo notables, como se ejemplifica por la presencia de componentes exocrinos y endocrinos
completamente desarrollados del pancreas. En E42 los componentes pancreaticos estan tefiidos de forma positiva
para citoqueratina 20, que caracteriza el epitelio pancreatico, y el origen donante del epitelio pancreatico se
demuestra por tincion selectiva para citoqueratina MNF116, que no es reactiva de forma cruzada con células
epiteliales de raton. Las Figuras 1a-f muestran tincién inmunohistolégica de un injerto de pancreas porcino E42 6
semanas después del trasplante. Tincion con H y E (Figura 1a), citoqueratina 20 (Figura 1b), vimentina (v9) (Figura
1c), CD31 anti raton (Figura 1d), insulina (Figura 1e), Ki67 (Figura 1f).

Tabla 1. Desarrollo de teratoma frente a crecimiento de érgano especifico después del trasplante de
pancreas porcino fetal.

Edad gestacional de los|Hallazgos histoldgicos
precursores de pancreas porcino _ _
Conductos y acinos Islotes Estructuras de tipo teratoma
E-24 6/10 4/10 0/10
E-28 712 6/12 0/12
E-42 14/15 12/15 0/15
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E-56 9/13 11/13 0/13
E-80 8/10 710 0/10
E-100 217 2/7 0/7

El injerto porcino fetal trasplantado, recogido en aproximadamente E42 a aproximadamente E56 permanece
funcional durante periodos prolongados de tiempo, como se ve en las Figuras 2a-e. Se muestra un injerto de
organo/tejido pancreatico fetal E56 tres meses después del trasplante. El injerto se vasculariza (Figura 2a), se tifie
positivo para H y E (Figura 2b) y permanece positivo para la insulina (Figura 2c), polipéptido pancreético (Figura 2d)
y Ki67 (Figura 2e). La funcionalidad de los islotes esta documentada por tincién positiva con respecto a insulina
porcina, glucagén y polipéptido pancreatico. De forma similar a la organizacion de islotes maduros, la mayoria de las
células dentro de los islotes de los injertos secretan insulina, mientras que se detecta secrecion de glucagén
solamente en la periferia de los islotes. El origen neuroendocrino de las células de islotes esta apoyado por la tincién
positiva con respecto a cromogranina.

Sorprendentemente, cuando se llevaron a cabo ensayos de funcionalidad, los injertos fetales de estadios posteriores
rindieron mucho mejor.

La Tabla 2 muestra el tamafo del injerto y los niveles en suero de insulina porcina después del trasplante de
pancreas embrionario porcino de diferentes edades gestacionales, 6 semanas después del trasplante.

El analisis de tejido precursor pancreatico obtenido en diferentes puntos temporales gestacionales revelé que la
secrecion de insulina es 6ptima tras el trasplante de precursores embrionarios pancreaticos de estadio gestacional
de 28 a 56 dias en relacion con tejidos obtenidos el dia 80 de la gestacién que mostraron una capacidad
notablemente reducida para secretar insulina.

Tabla 2. Crecimiento dptico y diferenciacion funcional (secrecion de insulina) de érganos pancreaticos
derivados de xenoinjertos pancreaticos porcinos E28-E56

Estadio gestacional de los injertos*

E24 (n=6) [E28 (n=7) |E42 (n=14) |E56 (n=14) [E80 (n=10) |E100 (n =5)
Tamaiio del injerto (mm®+ DT)[11,3+8,6 [157+11,2 [33,7+155 [293+132 [7,8+8,8 0,2+0,07
Insulina porcina (mUl/ml £ DT) |2+ 1,5 42+33 51+4 59+71 1,2+14 0,6 0,7

Para evaluar in vivo la funcionalidad de injertos de 6rganos/tejidos pancreaticos, se control6 la secrecion de insulina
porcina en el suero de ratones trasplantados mediante ELISA. Se detectaron niveles fisiolégicos de secrecién de
insulina porcina después del trasplante de injertos de o6rganos/tejidos pancreaticos implantados en diferentes
estadios gestacionales.

*numero de injertos mostrados entre paréntesis

La capacidad de los injertos para secretar insulina al suero de ratones receptores NOD-SCID se siguié de ELISA
especifico, en el que el anticuerpo anti insulina porcino primario no reacciona de forma cruzada con insulina de
ratén. En la Figura 3 se muestra un sumario de los niveles de insulina porcina 6 semanas después del trasplante
detectados en ratones con injertos de dérganos/tejidos pancreaticos porcinos obtenidos en edades gestacionales
diferentes. Adicionalmente, antes de la implantacion se descubri6 que estos precursores de tejido embrionario
estaban sustancialmente vascularizados como se indica por tincion con anticuerpo anti CD31. Las Figuras 4a-d
muestran que las células endoteliales porcinas (que revisten los vasos sanguineos) marcadas por tincién positiva
para CD-31 (oscuro y flecha) se demuestran en pancreas embrionario de diversas edades gestacionales. Las
Figuras 4a-d representan los estadios gestacionales E24, E27, E35 y E42, respectivamente.

Los resultados anteriores demuestran que un injerto porcino fetal a mas de E28 pero menos de E80,
preferentemente E42 a aproximadamente E56, genera un pancreas vascularizado por el hospedador, funcional.
Tanto el tamafo del injerto como los niveles de secrecion de insulina son mayores en los injertos de los embriones
E42-E56 que de los embriones E24-E28.

La Tabla 3 muestra los resultados de un ensayo de exposicidon a glucosa en ratones NOD-SCID con trasplante de
tejido de pancreas fetal. T-cero (TO) se refiere al dia de trasplante mientras que T30 se refiere a 30 dias después del
trasplante. La edad gestacional se refiere a la edad a la que se recogié el injerto porcino fetal. La Figura 5 muestra el
seguimiento a largo plazo de los niveles de insulina porcina detectados en el suero de ratones NOD-SCID. Las
Figuras 5a-d representan niveles de insulina porcina secretados de tejidos pancreéticos de estadio gestacional E28,
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E35, E42 y E56.

La Figura 6 muestra la normalizacién de los niveles de glucosa en ratones NOD-SCID con trasplante de injertos de
pancreas porcino fetal E42, después del tratamiento con aloxano (véase Ejemplo 3 anteriormente en el presente
documento). El aloxano destruye selectivamente el pancreas de raton y deja el pancreas porcino trasplantado
intacto. Este experimento muestra inequivocamente la supervivencia y funcionalidad del tejido pancreatico
trasplantado.

Tabla 3. Niveles de glucosa e insulina en ratones con trasplante de pancreas fetal porcino

Edad TO T30
gestacional _ _ _ _
Glucosa mg/dl (media + | Insulina mUl/ml (media | Glucosa mg/dl (media £ | Insulina mUI/ml (media
dt) *dt) dt) + dt)

E24 727 0,85+0,7 537 £ 47 21+29
E42 61+10 28+29 429 + 148 9+59*
E56 67 + 25 1,7+3,4 442 + 112 12,6 £ 8,7*
E80 57 + 11 0,9+35 478 £ 75 1,9+ 3,4
E100 53+7 0,09 £ 0,02 387 £ 53 0,02 £0,05

*p<0,002

**p<0,0001

***p<0,02

Aislamiento y transferencia de PBMC humanas. Se generaron PBMC humanas a partir de capas leucociticas
obtenidas de voluntarios normales, se extendieron sobre soluciéon de Ficoll-Paque y se centrifugaron a 2000 rpm
durante 20 minutos. La capa de interfaz se recogid, se lavo dos veces, se cont6 y se resuspendié a la concentracion
celular deseada. Se inyectaron 80 células humanas por via intraperitoneal, 1-3 dias después del trasplante de los
precursores pancreaticos humanos o de cerdo en ratones NOD-SCID. Los ratones de control no recibieron PBMC
humanas.

La respuesta inmunogénica de injertos fetales porcinos se determind a partir de ratones con trasplante de injertos de
pancreas porcino fetal recogidos de diferentes edades gestacionales. La Tabla 4 muestra los resultados histologicos
que caracterizan los trasplantes de pancreas después de la infusién de células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC) en los ratones SCID inmunodeficientes hospedadores.

El grado semicuantitativo revela aumento de la infiltracién celular y fibrosis con cantidades decrecientes de
componentes pancreaticos a medida que aumenta la edad gestacional de los injertos (E56 a E100), alcanzando una
diferencia estadistica cuando se compara la infiltracion celular en los injertos de E42 frente a E80 y E100 (p < 0,03).
Ademas, 6 semanas después del trasplante, aparece destruccion completa y fibrosis en injertos obtenidos a E80 o
E100 en comparacién con precursores pancreaticos trasplantados mas tempranos. Sin embargo, en injertos E42 y
E56 aun se detecta tejido pancreatico, a pesar de la presencia de PBMC humanas (tefiidas con respecto a anti
CD45 humano).

Tabla 4. Hallazgos histologicos que caracterizan trasplantes pancredticos de cerdo que permiten la infusion
de PBMC humanas en ratones NOD-SCID.*

Estadio Sin PBMC Humanas Con PBMC Humanas
gestacional

Islotes Conductos/ |Infiltrado Fibrosis Islotes Conductos/ |Infiltrado Fibrosis

acinos celular acinos celular

E24 0,75+0,5 |0,75+0,5 |0,5+0,6 0,5+0,5 0,3+0,5 |0,6+0,6 1,3+£0,6 1,3+0,6
E28 1,6 £0,6 1,6+0,6 0,7+0,6 1+1 0,3+0,6 |1,3£0,6 1,3+£0,6 1,7+0,6
E42 28104 26+05 0,8+0,8 1,2+0,4 1,8+0,8 (1,8+08 |2+0,7 1,6+0,5
E56 2,75+05 [2,75+0,5 [0,25+0,5 |0,75+0,5 [(1,4+05 |1,75+056 (2,5+04 2,12+0,2
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E80

1,3£0,6

1,7+0,6

0,7+0,6

1,7+0,6

0,7+£0,6

2,3+£0,3

E100

0,8+0,5

0,3+£0,6

0,3+0,5

30

0,3+£0,6

23+0,6

*Grado semicuantitativo para diversos componentes histologicos:

Islotes- 1+, 1 islote; 2+, 2-4; 3+, >4 islotes por HPF.

Conductos y acinos- 1+, 1-2; 2+, 2-5; 3+, >5 conductos/acinos por HPF.

Infiltracion celular (células positivas para CD45 humano)- 0-1+, infilirado escaso; 2+, infiltrado denso focal; 3+,
infiltrado denso difuso.

Clasificacién de fibrosis: 1+, tejido conectivo suelto; 2+, distribucion focal de fibrosis densa; 3+, fibrosis distribuida

densa.

Las Figuras 7a-d muestran el nivel de rechazo de tejido de tejidos pancreaticos embrionarios porcinos (E56 y E80)
mediado por PBMC humanas, 6 semanas después del trasplante bajo la capsula renal en ratones NOD-SCID. La
Figura 7a muestra tincion de H y E de tejido pancreatico de cerdo E56. PBMC humanas (flechas) se infiltran
focalmente en el tejido, aunque pueden detectarse otros componentes del pancreas tales como acinos (cabeza de
flecha) o islotes (asterisco). La Figura 7b muestra la infiltracion focal de PBMC humanas en el injerto E56 tefidas
con respecto a anti CD45 humano. La Figura 7¢c muestra tincion de H y E de un injerto de 6rgano/tejido pancreatico
E80. El injerto experimenta destruccion tisular, fibrosis y hemorragias focales con minimos restos del tejido
pancreatico. La Figura 7d muestra PBMC humanas tefidas con anticuerpo anti CD45 humano que invaden el injerto
de érgano/tejido pancreatico E80.

Las Figuras 8a-c muestran el tejido pancreatico recogido de un donante porcino fetal de edad gestacional E42. La
Figura 8a muestra el tejido en un raton NOD-SCID, mientras que la Figura 8b muestra el tejido en un ratén C57BL/6
inmunocompetente. La Figura 8c muestra el tejido en un ratén tratado con el siguiente régimen inmunosupresor:
rapamicina administrada por via subcutanea a 1,5 miligramos por kilogramo diariamente desde el dia 0 + 200
microgramos de CTLA4-Ig por raton (es decir 8 miligramos por kilogramo) y 250 microgramos de anticuerpo anti
ligando CD40 por ratén (es decir 10 miligramos por kilogramo) administrado por via intraperitoneal los dias 0, 2, 4, 6
después del trasplante. El régimen inmunosupresor permite la supervivencia del tejido porcino y supera cualquier
problema de rechazo inmunitario. Este protocolo corresponde al régimen de inmunosupresion nimero 3 descrito en
la seccion de Materiales y Métodos, anterior.

EJEMPLO de referencia 7

Identificacion de estadios gestacionales de injertos pulmonares porcinos funcionales con capacidad de
desarrollo especifico de érgano significativo sin riesgo/con riesgo minimo de formacion de teratomas

Para detalles de Material y Métodos, véase el Ejemplo 6, anterior. Identificacion de estadios gestacionales durante
los que los injertos pulmonares porcinos son capaces de generar, sin riesgo/con riesgo minimo de formacién de
teratomas, tejidos pulmonares alveolares normalmente diferenciados, crecientes, después del trasplante en
receptores xenogénicos: a diferencia de la implantacion de tejido embrionario de rifidén, higado, pancreas o corazon,
la implantacién de injertos de tejido pulmonar porcino a los 24, 28 o incluso 42 dias de gestaciéon, no condujo a
crecimiento significativo. Solamente se detecté crecimiento y diferenciacion de tejido pulmonar después de la
implantacion de tejido precursor en el estadio gestacional relativamente tardio de 56 dias. Después de la
implantacion subcapsular de tejido pulmonar en un estadio gestacional de 24, 28 o 42 dias, no se detect6 formacién
de teratomas y solamente se encontraron algunas células epiteliales y fibrosas 6 semanas después del trasplante.
Sin embargo, como puede verse en las Figuras 9a-d, los injertos precursores de pulmén de estadio gestacional de
56 dias presentaron un crecimiento impresionante (Figura 9a), y se desarrollaron a tejido pulmonar maduro que
contenia todos los elementos del sistema respiratorio incluyendo bronquios respiratorios, bronquiolos y alvéolos
(Figura 9b, flecha, asteriscos, cabezas de flecha, respectivamente) y cartilago (tincion azul intensa por azul alciano
Figura 9c). Se detectaron tipos apropiados de células epiteliales para tejido pulmonar que revestian las diferentes
estructuras pulmonares. Resulta importante que, como se puede ver en la Figura 9d, los alvéolos generados a partir
de los injertos de estadio gestacional de 56 dias mostraron septos interalveolares finos que comprendian plexos
capilares dentro, soportados por cantidades minimas de tejido conectivo fino, que cumplian el requisito de equilibrio
de perfusion-ventilacién fino para permitir el intercambio de gas extrauterino. Aunque los injertos de pulmén porcino
del estadio gestacional de 80 dias también se desarrollaron a tejido pulmonar, los tejidos desarrollados eran
significativamente mas pequenos que los derivados de injertos de estadio gestacional de 56 dias (p < 0,001).
Ademas del potencial de crecimiento sub6ptimo, resultaran evidentes hallazgos microscépicos anémalos incluyendo
el engrosamiento de la pared alveolar y la displasia epitelial. Las diferencias en la estructura y grosor de la pared
alveolar de tejidos pulmonares generados por implantes de estadio gestacional de 56 y 80 dias pueden verse
facilmente en las Figuras 4d-e, respectivamente, después de la tincion de H y E.

Andlisis: por lo tanto, es dificil saber si el fallo del injerto de tejidos porcinos fetales presentados en estudios de
animales grandes o en seres humanos, esta mediado solamente por el rechazo o podria también atribuirse a una
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eleccion de tejido embrionario con potencial de crecimiento débil recogido en un tiempo de gestacion subdptimo.
Este problema se ilustra claramente por los presentes datos que muestran que el estadio gestacional 6ptimo para
implantacion de injerto de érgano/tejido pancreatico es entre los dias 28 a 56 de gestacion, mientras que el potencial
de crecimiento y la capacidad de secrecion de insulina se reduce significativamente tras la implantacion de tejido
obtenido mas alla del dia 80 de gestacion, momento en el cual se llevan a cabo la mayoria de los trasplantes en
seres humanos (Reinholt FP. et al., 1998. Xenotransplantation 5: 222-5; Groth CG. et al., 1998. Transplantation
Proceedings 30: 3809-10).

Aunque el establecimiento del umbral de estadio gestacional superior sobre el que es poco probable que se
desarrollen teratomas después del trasplante de injerto podia conseguirse para todos los tipos de 6rganos/tejidos
ensayados, la definicion del umbral de estadio gestacional inferior por debajo del que el crecimiento potencial es
subdptimo represent6é un reto mas dificil para los tipos de 6rganos, tales como pulmén, cuyo rendimiento funcional
no podia establecerse por la secrecion de una proteina a la sangre, como sucede con el pancreas o el bazo.

A diferencia de la ventana de tiempo de estadio gestacional identificada para injertos pancreaticos, los estadios
gestacionales tempranos no eran favorables para el desarrollo de injertos pulmonares de estadio gestacional. Por lo
tanto, no se observo desarrollo de injertos pulmonares de estadio gestacional E28 a E42, mientras que se formaron
pulmones de crecimiento rapido y diferenciados que contenian esencialmente todos los componentes del arbol
respiratorio adulto, incluyendo alvéolos maduros, después de la implantacion de injertos pulmonares de estadio
gestacional E56 o E80. En un estadio gestacional de 80 dias, sin embargo, se descubri6é inesperadamente que los
injertos pulmonares de estadio gestacional eran subo6ptimos ya que estos mostraban tanto potencial de crecimiento
reducido como desarrollo de tejido pulmonar subdptimo caracterizados por engrosamiento de la pared alveolar y
displasia epitelial.

Conclusion: los datos descritos en el presente documento demuestran inesperadamente por primera vez que existe
para cada 6rgano/tejido pancreatico o pulmonar de estadio gestacional porcino, estadios gestacionales durante los
que los injertos de dichos dérganos/tejidos tienen la capacidad de generar, sin riesgo/con riesgo minimo de formacion
de teratomas y respuesta inmunitaria del hospedador minima, tejidos especificos de 6rganos crecientes, estructural
y funcionalmente diferenciados después del trasplante. Los datos desvelados en el presente documento demuestran
ademas inesperadamente por primera vez que los érganos/tejidos de dichos estadios gestacionales tienen cada uno
distintos estadios gestacionales durante los que estos tienen la capacidad de generar, sin riesgo/con riesgo minimo
de formacién de teratomas, tejidos especificos de 6rgano crecientes, estructural y funcionalmente diferenciados
después del trasplante. Por lo tanto, los datos desvelados en el presente documento tienen éxito inesperado en la
caracterizacion por primera vez, para cada uno de dichos érganos/tejidos, los estadios gestacionales de los injertos
durante los que estos tienen la capacidad para generar, sin riesgo/con riesgo minimo de formacion de teratomas,
tejidos especificos de 6rganos crecientes, estructural y funcionalmente diferenciados después del trasplante. En
particular, los datos desvelados en el presente documento demuestran inesperadamente por primera vez que los
injertos de dérganos/tejidos pancreaticos porcinos en estadios gestacionales que varian de aproximadamente el dia
24 a aproximadamente el dia 80 tienen la capacidad de generar, sin riesgo/con riesgo minimo de formacién de
teratomas, tejidos pancreaticos secretores de insulina crecientes, estructural y funcionalmente diferenciados,
después del trasplante, teniendo los de estadios gestacionales que varian de aproximadamente el dia 28 a
aproximadamente el dia 56 la capacidad de generar tejidos pancreaticos secretores de insulina éptimamente
crecientes y estructural y funcionalmente diferenciados.

Ademas, los datos desvelados en el presente documento demuestran inesperadamente por primera vez que injertos
esplénicos porcinos en estadios gestacionales que varian de aproximadamente el dia 24 a aproximadamente el dia
80 teniendo los estadios gestacionales que varian de aproximadamente dia 42 a aproximadamente el dia 56 la
capacidad de generar sin riesgo/con riesgo minimo de formaciéon de teratomas, tejido de bazo de crecimiento
Optimo, estructural y funcionalmente diferenciado.

Adicionalmente, los datos desvelados en el presente documento demuestran inesperadamente por primera vez que
el estadio gestacional éptimo para el trasplante de injertos pulmonares porcinos es aproximadamente el dia 42 y
menos de aproximadamente el dia 80 de gestacion, teniendo los injertos de estadio gestacional de 56 dias la
capacidad de generar, sin riesgo/con riesgo minimo de formaciéon de teratomas, tejidos pulmonares éptimamente
crecientes y estructural y funcionalmente diferenciados.

Como tales, los métodos descritos en el presente documento de trasplante de injertos pancreaticos y pulmonares de
estadio gestacional porcino son enormemente superiores a los métodos conocidos y son por lo tanto éptimos para el
tratamiento de enfermedades asociadas con la insuficiencia de érganos de dichos tipos.

EJEMPLO de referencia 8

Identificacion de los estadios gestacionales durante los que los injertos esplénicos de raton son capaces de
generar érganos esplénicos crecientes
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Antecedentes: numerosas enfermedades altamente debilitantes/letales provocadas por la actividad o expresion
andémala de una biomolécula para la que no hay métodos de tratamiento 6ptimos se asocian con una deficiencia en
una sustancia que se produce por células hematopoyéticas/del estroma que pueden encontrarse en 6rganos/tejidos
linfoides/hematopoyéticos tales como el bazo. Dichas enfermedades incluyen, por ejemplo, hemofilia A o
enfermedad de Gaucher que se asocian respectivamente con la deficiencia de factor VIl o glucocerebrosidasa.

La presente invencién proporciona un método para tratar dichas enfermedades que comprende el trasplante de
organos/tejidos linfoides/hematopoyéticos alogénicos fetales que tendrian la gran ventaja de obviar la necesidad de
terapia de reemplazo enzimatica, el método de tratamiento del estado de la técnica para dichas enfermedades. Sin
embargo, hasta la fecha, no se sabe si y cédmo puede conseguirse dptimamente dicho trasplante terapéutico en
ausencia de formacion de teratomas. Mientras se concebia la presente invencion, los presentes inventores
plantearon la hipétesis de que los injertos de érganos/tejidos linfoides/hematopoyéticas en el estado gestacional
apropiado tendrian la capacidad de generar 6rganos esplénicos crecientes, con diferenciacion normal sin riesgo o
con riesgo minimo de formacién de teratomas después del trasplante y respuesta inmunitaria del hospedador
minima en un hospedador singénico/alogénico. Por lo tanto, mientras se reducia la presente invencion a la practica,
los presentes inventores han validado con éxito esta hipotesis, como se describe posteriormente, superando de este
modo las limitaciones criticas de la técnica.

Materiales y métodos:

Para detalles véase el Ejemplo 6, anteriormente. Trasplante de injertos esplénicos de estadio gestacional en
receptores ratones singénicos/alogénicos: el estadio gestacional mas temprano durante el que el bazo es
distinguible de otros 6rganos y puede separarse del pancreas en ratones es aproximadamente el dia 13 de
gestacion, por lo tanto se trasplantaron injertos esplénicos de ratdn de estadio gestacional de 13, 14, 15, 16 0 17
dias bajo la capsula renal de ratones singénicos o alogénicos hospedadores, y se analizd6 su crecimiento y
desarrollo.

Resultados experimentales:

Modelo de trasplante singénico/de raton: identificacion de los estados gestacionales o6ptimos de injertos
esplénicos para la generacion de érganos esplénicos con diferenciacion normal sin riesgo/con riesgo minimo de
formacion de teratomas/fibrosis después de su implantacion en huéspedes singénicos: se trasplantaron injertos
esplénicos de ratdn los dias 13, 14, 15, 16 0 17 de gestacion en receptores singénicos, y se analizé su desarrollo de
forma histolégica 6 semanas después del trasplante.

Como puede verse a partir de los resultados que se resumen en la Tabla 5, los injertos en los dias 13 o 14 de
gestacién formaron tejidos mesenquimales desorganizados, sin embargo con pruebas de infiltracién de células
linfoides difusas, y formacion de areas linfoides con lagunas y senos agrandados con componentes de pulpa roja y
blanca. En gran contraste, los tejidos derivados de injertos esplénicos de estadio gestacional de 15 o 16 dias
generaron tejidos que mostraban buena organizacion tanto del estroma como del tejido linfoide con mas trabéculas
maduras y estructuras foliculares, apareciendo las areas de pulpa de tipo blanco y rojo mas claramente que en
tejidos generados por injertos de estadios mas tempranos, y la aparicion de encapsulacion. Ocasionalmente, se
observan estructuras de estroma mesenquimal vacias con minima colonizacion por células linfoides. La implantacién
de injertos el dia 17 de gestacién condujo a tejidos que mostraban pulpas blanca y roja bien definidas. En la pulpa
blanca, la formacién de compartimentos de linfocitos T y B se demostré claramente mediante inmunotincion doble.

Como se indica en la Tabla 5, se descubrieron estructuras de tipo teratoma quistico en uno de cada siete ratones a
los que se implanté un injerto esplénico el dia 13 de gestacién. Sorprendentemente y en claro contraste, los injertos
esplénicos de estadio gestacional de 14 dias generaron 6rganos esplénicos que carecian de formacién de
teratomas, mostrando diferenciacion esplénica con areas linfoides correspondientes a la pulpa blanca en el bazo del
adulto, y que mostraban trabéculas, estructuras de tipo seno y arterias centrales.

Tabla 5. Identificacion del estadio gestacional optimo de injertos esplénicos de estadio gestacional para la
generacion de organos esplénicos con diferenciacion normal sin riesgo/con riesgo minimo de formacion de

teratomas/fibrosis
Estadio Incidencia del|Incidencia el desarrollo esplénico
gestacional desarrollo no S— _ - - - - -
del injerto|esplénico Organizacion Incidencia de la|Incidencia de|Incidencia de los grupos
(dias) mesenquimal formacion de|la formacion de|de linfocitos difusos y
foliculos linfoides |pulpa roja pequerios
13 1\7-teratoma ++ 2\7 2\7 2\7
2\7-fibrosis
14 2\14 fibrosis +\++ 2\14 8\14 9N\14
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15 3\10 fibrosis ++\+++ 410 7\10 3\10
16 ++H\+++ 1\4 34 34
17 ++H\+++ 34 34 1\4

Los datos mostrados resumen los resultados de 11 experimentos no relacionados en los que se trasplantaron
injertos entre los dias 13 a 17 de gestacion en ratones C57BL/6 o Balb/c singénicos. (+), estroma cadtico; (++),
alguna organizacién con pocos senos y trabéculas; (+++), organizacion de tipo bazo normal.

Modelo de trasplante de raton/alogénico:

El trasplante de bazos esplénicos en todos los estadios gestacionales en ratones receptores alogénicos dio como
resultado el rechazo de injertos con generacion de fibrosis importante en el area de injerto. No se vieron sefiales de
supervivencia de injerto 6 semanas después del trasplante.

Caracterizacion de los perfiles de poblacion de linaje de esplenocitos durante el desarrollo de bazo de raton: el
origen linfoide, mieloide o mesenquimal de suspensiones monocelulares de bazos de ratones neonatos, de 4
semanas de edad y ratones de 8 semanas de edad se fenotiparon por analisis de FACS. Los anticuerpos usados
incluyeron anticuerpos contra CD3, CD4, CD8, CD11b, CD11¢, CD29, CD44, CD49e, B220, Sca, Gr-1 y H2B. Los
niveles relativos de los diferentes fenotipos durante el desarrollo del bazo se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracterizacion de perfiles de linaje hematopoyético durante la maduracion del bazo de raton.

Marcador Estadio del desarrollo
analizado en _ _ _ _
tejidos derivados 14-dias de | 15-dias de | 17-dias de | 18-dias de |Neonatal| 1 semana |4 semanas |8 semanas
de injertos gestacion | gestacion | gestacion | gestacion de edad | deedad | deedad
CDs3 + + + ++ - ++ +
CD4 - - - - + +
CD8 - - - - - ++ ++
B220 + + - ++ + +++++ +++++
CD11b ++ +++ +++ + + +
CD11c - - +++ 4+
Gr-1 ++ + + + + +
H2-K® +++ +++ e+t |t +++++ +++++
integrina-betat + +++ 4+ |+ ++++ +++
(CD29)
Pgp-1 (CD44) +++ +++++ | F++H+ +++++
integrina-alfab ++ +++ o+ ++
(CD49e)
Sca-1 (Ly6A/E) |- - + + FHH++ Ft++

Indice de claves: porcentaje de esplenocitos totales. (-), 0-10 por ciento; (+), 10-20 por ciento; (++), 20-30 por ciento;
(+++), 30-40 por ciento; (++++), 40-50 por ciento; (+++++), 50-100 por ciento.

El andlisis de los niveles de esplenocitos que presentaban los marcadores especificos linfoides CD4, CD8 y B220
indica que estan presentes poblaciones de linfocitos T y B esplénicos a niveles basales hasta una semana después
del nacimiento y comienzan a aumentar a continuaciéon segin la maduracion del bazo. Sorprendentemente, el
fenotipo CD3 no se correlacion6 con los fenotipos CD4 y CD8 y aparecid antes. EIl CD3+CD4-CD8 podria
representar linfocitos T NK y otros linfocitos no T.

Los niveles de esplenocitos que presentaban el marcador especifico de macréfago CD11b, o el marcador especifico
de células dendriticas CD11c se analizaron durante la maduracion esplénica. Se descubrié que los macréfagos
estaban presentes en el bazo durante todo el desarrollo postgestacional, sin embargo se descubri
sorprendentemente que los niveles de dichas células se reducian durante el transcurso de la maduracién del bazo.
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En contraste significativo, se descubrié que los niveles de células dendriticas aumentaban durante el transcurso de
la maduracioén del bazo.

Los injertos esplénicos de estadio gestacional tienen la capacidad de generar 6rganos esplénicos que albergan
células linfoides y mieloides derivadas del hospedador después del trasplante en huéspedes alogénicos: para
distinguir células hematopoyéticas originarias del hospedador y del donante dentro de tejidos generados por injertos
esplénicos de estadio gestacional, se trasplantaron injertos de estadio gestacional de 14 dias de ratones C57BL/6 de
tipo silvestre, que expresaban el isotipo de CD45 Ly5.2 en células de linaje hematopoyético, a ratones receptores
B6SJL que expresaban el isotipo de CD45 Ly5.1 en su lugar. El analisis de FACS de los tejidos generados por los
injertos mostro inesperadamente que el tejido creciente contenia células linfoides originarias del hospedador. Por lo
tanto, se concluyé que dichos injertos dan lugar a tejido del estroma/mesenquimal esplénico capaz de acomodar la
colonizacion por linfocitos del hospedador alogénico. Se han documentado niveles relativamente altos de linfocitos
CD4+ y CD8+, asi como linfocitos B B220+ en los 6rganos esplénicos derivados de injertos crecientes. Estos datos
sugieren que después de 6 semanas de desarrollo la constitucién de células linfoides del bazo derivado de injerto se
asemeja a la de un bazo normal a las 3-4 semanas después del nacimiento. También se descubrié que los tejidos
derivados de injerto albergaban macroéfagos originarios del hospedador. En tejidos generados por injertos esplénicos
alogénicos del estadio gestacional de 15 dias, la composicion celular del érgano creciente fue similar a la generada
por los injertos del estadio gestacional de 14 dias, sin embargo se han documentado niveles mayores de
macréfagos.

La irradiacion induce maduracion y hematopoyesis esplénica potenciada en o6rganos esplénicos derivados de
injertos esplénicos de estadio gestacional trasplantados a receptores alogénicos: en ratones, se produce
hematopoyesis en el bazo y esta notablemente potenciada después de la irradiacion. Al concebir la presente
invencién, los presentes inventores plantearon la teoria de que podria emplearse radiacién para potenciar la
hematopoyesis en el contexto descrito en el presente documento de tejidos generados por injertos esplénicos de
estadio gestacional después de trasplante en receptores alogénicos. Sin embargo, no se sabe si la irradiacion podria
de hecho dar como resultado hematopoyesis potenciada en este nuevo contexto, y qué modalidad de irradiacién
podria usarse para conseguir dicha potenciacién. Por lo tanto, para intentar dilucidar estos asuntos se sometié a
ratones receptores de injertos esplénicos de estadio gestacional de 15 dias alogénicos a diversas dosis
subletales/letales de irradiaciéon corporal total (TBI) y se analiz6 el efecto de dicha irradiacion en la hematopoyesis
dentro de los injertos. La irradiacion corporal total de 300, 600 o 1000 rad (TBI) de ratones receptores de injerto
indujo en los injertos organizacién de pulpa blanca del estroma y folicular de tipo adulto, y formacién de trabéculas,
senos y areas hematopoyéticas con megacariocitos y maduracion de granulocitos. En claro contraste, no se
detectaron dichas estructuras esplénicas maduras en receptores no irradiados de control. Ademas, se descubrié que
el tamafno de los drganos injertados era mayor en los hospedadores irradiados en comparacién con los no
irradiados.

Tras la irradiacion de 1000 rad y radioproteccién con médula 6sea singénica o NOD-SCID, 3 de cada 12 injertos
esplénicos de estadio gestacional de 14 dias trasplantados a receptores alogénicos generaron estructuras de tipo
teratoma acompanadas por crecimiento del bazo.

Sumario: el trasplante de injertos esplénicos de estadio gestacional de 13 dias de ratén a hospedadores
alogénicos/singénicos es capaz de generar teratomas derivados de injerto, mientras que se consiguié desarrollo
esplénico normal sin formacion de teratomas por el trasplante de injertos esplénicos en un estadio del desarrollo al
menos tan avanzado como 14 dias de gestacion. En general, en injertos de estadio gestacional de 13 a 17 dias, se
descubrié que la capacidad de dichos injertos para mostrar diferenciacion esplénica aumentaba con el aumento del
estadio gestacional. Se descubrié que la irradiacion corporal total de receptores con 300 rad o mayor conducia a
maduracion acelerada y crecimiento de injertos esplénicos de estadio gestacional. Los resultados de experimentos
en el modelo alogénico revelaron que el compartimento hematopoyético en el bazo creciente es originario del
hospedador a diferencia del mesénquima que es originario del donante.

Conclusion: los resultados anteriormente descritos demuestran por primera vez que los injertos de érganos/tejidos
linfoides/hematopoyéticos de estadio gestacional, tales como injertos esplénicos tienen la capacidad para generar
estroma mesenquimal creciente con diferenciacion normal en el que puede tener lugar linfopoyesis del hospedador
en érganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos en ausencia de formacién de teratomas después del trasplante en
receptores singénicos, o alogénicos inmunodeficientes. Los resultados anteriormente descritos identifican ademas
por primera vez estadios gestacionales durante los que dichos injertos tienen de forma éptima dicha capacidad.
Como tales, ya que los érganos/tejidos del bazo y otros linfoides/hematopoyéticos tienen la capacidad de producir
sustancias cuya deficiencia se asocia con una enfermedad, tal como la deficiencia de factor VIII o
glucocerebrosidasa en la hemofilia A o enfermedad de Gaucher, respectivamente, los métodos de trasplante
anteriormente descritos pueden usarse para tratar de forma éptima dicha enfermedad en un sujeto en relaciéon con
métodos conocidos.
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EJEMPLO de referencia 9
Trasplante de bazo porcino

Se realizaron los siguientes experimentos para identificar estadios gestacionales durante los que los injertos
esplénicos porcinos después del trasplante a receptores xenogénicos son capaces de generar érganos esplénicos
crecientes, con diferenciacion normal sin riesgo/con riesgo minimo de formaciéon de teratomas y minima
inmunosupresion.

Antecedentes: numerosas enfermedades monogénicas letales/altamente debilitantes para las que no hay métodos
de tratamiento O&ptimos se asocian con una deficiencia en una sustancia que se produce por células
hematopoyéticas/mesenquimales que pueden encontrarse en érganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos tales como
el bazo. Dichas enfermedades incluyen, por ejemplo, hemofilia A o enfermedad de Gaucher que se asocian
respectivamente con deficiencia en factor VIl y glucocerebrosidasa. Una estrategia que se ha propuesto para tratar
dichas enfermedades implica el trasplante de érganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos xenogénicos fetales que
tendrian las grandes ventajas de proporcionar una fuente esencialmente ilimitada de tejidos trasplantables y de
eliminar la necesidad de terapia de reemplazo enzimatica, el método de tratamiento del estado de la técnica para
dichas enfermedades. Sin embargo, hasta la fecha, no se sabe si y cémo puede conseguirse de forma 6ptima dicho
trasplante terapéutico en ausencia de la formacién de teratomas.

Al concebir la presente invencion, los presentes inventores descubrieron que los injertos de 6rganos/tejidos
linfoides/hematopoyéticos en el estadio gestacional apropiado tienen la capacidad de generar 6érganos esplénicos
crecientes, con diferenciacion normal sin riesgo/con riesgo minimo de formacién de teratomas e inmunosupresion
minima después del trasplante a un hospedador xenogénico.

Los presentes inventores han determinado inesperadamente que la ventana de tiempo 6ptima para el trasplante de
tejido de bazo fetal porcino, cuando se consideran todos los factores, es decir funcionalidad, organogénesis, riesgo
de formacion de teratomas e inmunosupresion, es de aproximadamente E42 a aproximadamente E56.

Materiales y métodos:

PCR en tiempo real: se diseccionaron cuidadosamente tejidos derivados de injertos del sitio de implantacion
subcapsular y se aisl6 ARN total del mismo usando el método Tri-Reagent® (Molecular research center, Inc.,
Cincinnati, Ohio), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se trat6 con DNasa sin RNasa RQ1 (Promega
Corp. Madison, Wisconsin). EI ARN purificado se transcribié de forma inversa a ADNc, y el ADNc se usdé como
molde para analisis por PCR cuantitativo de trascritos de ARNm en los injertos usando un instrumento Light Cycler
(Roche Diagnostics Gmbh, Mannheim, Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, usando
cebadores especificos para el factor VIII porcino [cebador directo, 5-CATGGACCTGCTTCAC-3’ (SEC ID N2 1);
cebador inverso, 5-TGACACATGATTTAATCCCG-3’ (SEC ID N¢: 2)]; y para los genes constitutivos: receptor de
transferrina porcina [cebador directo, 5-TGTGGCAGCTCAGAAT-3° (SEC ID N2 3); cebador inverso,
ACCGATGTGGTTACTCC-3’ (SEC ID N2 4)], y GAPDH de raton [cebador directo, 5-CTGCGACTTCAACAGC-3’
(SEC ID N2: 5); cebador inverso, 5-GGTGCAGCGAACTTTAT-3’ (SEC ID N2 6)]. Se llevaron a cabo reacciones de
PCR cuantitativas por triplicado para cada muestra, y se calcularon las cantidades relativas de transcritos para cada
trasplante basandose en la cantidad correspondiente de receptor de transferrina porcina.

Resultados experimentales:

Los injertos esplénicos de estadio gestacional de 28 a 80 dias porcinos muestran crecimiento y desarrollo extensivo
de estructuras esplénicas en ausencia de teratomas tras el trasplante a receptores xenogénicos inmunodeficientes:
se trasplantaron injertos esplénicos porcinos en estadios gestacionales diferentes a ratones NOD/SCID o CB17/ICR
para ensayar la capacidad de dichos injertos para generar érganos esplénicos y teratomas después del trasplante a
receptores xenogénicos inmunodeficientes. Se proporciona un sumario de los resultados obtenidos en estos
experimentos, que describe el desarrollo de los injertos esplénicos de estadio gestacional implantados obtenidos en
diferentes estadios gestacionales, en la Tabla 7.

Como se ve en la Tabla 7, se consiguid un crecimiento impresionante en los injertos de estadio gestacional de dia
28, 42, 56 y 80, 6 semanas después del trasplante, creciendo los injertos de estadio gestacional de 42 y 56 dias
hasta mas del doble del tamafio de los injertos de estadio gestacional de 28 y 80 dias. No se observo el crecimiento
de teratomas después del trasplante de precursores de bazo porcino de estadio gestacional de 28 a 80 dias. Los
injertos de estadio gestacional de 28 dias presentaron desarrollo esplénico caracterizado por la organizacion de
vasos sanguineos y encapsulacion del 6rgano derivado de injerto. Los 6rganos esplénicos derivados de implantes
de estadio gestacional de 42 y 56 dias se asociaron con una estructura mas heterogénica que comprendia
componentes mesenquimales sueltos y condensados, mostrando los primeros vascularizacién esplénica,
encapsulaciéon y una estructura de tipo trabecular con lagunas probablemente correspondientes a un sistema de
senos sin un componente linfoide que no puede proporcionarse por los hospedadores SCID. Después del trasplante
de injertos de estadio gestacional de 80 dias, aparece un fenotipo diferente caracterizado por estroma homogénico
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bien vascularizado con zonas enfatizadas de matriz extracelular, y por difusién de granulocitos y macréfagos
inflamatorios a lo largo del dérgano esplénico derivado de injerto. Las Figuras 10a-b muestran la tincion
inmunohistoquimica con H y E y anti vimentina (v9), respectivamente, de tejido esplénico porcino trasplantado E42 6
semanas después del trasplante.

Por lo tanto, de acuerdo con los hallazgos anteriormente descritos en el modelo de raton singénico en el que los
linfocitos que habitan el 6érgano esplénico derivado de injertos son esencialmente exclusivamente originarios del
hospedador, los injertos esplénicos después del trasplante a receptores SCID representan principalmente
estructuras de estroma esencialmente sin un componente linfoide. El origen porcino de los elementos del estroma en
el érgano esplénico derivado de injerto se demostré mediante inmunotincidon con un anticuerpo contra vimentina
porcina, que es especifica del mesénquima porcino, y la colonizacién del estroma esplénico derivado de injerto
porcino por macréfagos de ratones hospedadores xenogénicos se demostré por inmunotinciéon con un anticuerpo
para el marcador de macrofagos F4/80 que es especifico de ratén y no reacciona de forma cruzada con el antigeno
porcino.

Organos esplénicos derivados de injertos esplénicos porcinos del estadio gestacional trasplantados a receptores
xenogénicos producen el factor VIl porcino: teniendo en cuenta que hay varias indicaciones en la bibliografia de que
el factor VIII, que participa en la cascada de coagulacion, se produce en el tejido de bazo, los presentes inventores
plantearon la hipétesis de que los injertos esplénicos porcinos de estadio gestacional descritos en el presente
documento serian capaces de producir sustancias utiles, tales como factor VIII, después de su trasplante a
receptores xenogénicos. Esto demostraria especificamente que el método de trasplante descrito en el presente
documento podria usarse para producir niveles terapéuticos de dicha sustancia en un receptor de injerto que tiene
una enfermedad, tal como hemofilia A, que se asocia con la deficiencia de una sustancia tal como el factor VIIl. Sin
embargo, se desconocia si los injertos descritos en el presente documento serian capaces de hecho de secretar el
factor VIII después del xenotrasplante.

Para cuantificar de forma mas precisa los niveles de la expresion del factor VIII porcino, se analizaron precursores
de tejidos porcinos y tejidos derivados de injerto mediante ensayo de RT-PCR en tiempo real. Como puede verse en
la Figura 11, la expresion del ARNm de factor VIII porcino en el higado y el bazo aumenta durante la gestacion.
Ademas, los bazos porcinos derivados de adultos o de E80 o E100 embrionarios expresan altos niveles de ARNm
del factor VIl porcino, aunque ligeramente menores que los niveles expresados por el higado porcino derivado de
los mismos estadios gestacionales, respectivamente. La Figura 11 muestra las cantidades relativas de ARNm del
factor VIII porcino en diferentes tejidos antes y después del trasplante que se evaluaron por PCR en tiempo real
usando cebadores especificos para el factor VIII porcino. Los resultados se dividieron por la expresion del gen
constitutivo Beta actina, usando cebadores especificos para la Beta actina porcina. El ARNm total que se purificd de
tejido adulto o de tejido precursor E80 o E100 de higado porcino y bazo porcino actué como control positivo. El
ARNmM total que se purificd del rifion de ratdn, de un area distante del implante embrionario, actué como control
negativo.

Seis semanas después del trasplante de tejido de bazo embrionario de E28, E42, E56 a ratones inmunodeficientes,
los injertos de bazo mostraron niveles significativos de expresién de ARNm de factor VIII porcino. Por el contrario,
los injertos pancreaticos y pulmonares de estadio gestacional de control generaron tejidos que no expresaban o
mostraban niveles notablemente reducidos de ARNm del factor VIII, respectivamente. Dichos niveles bajos de la
expresion de ARNm del factor VIII porcino observado en tejidos derivados de los injertos pulmonares probablemente
se deban a la red de vasos sanguineos densa que se formé en dichos tejidos.

Sumario: de acuerdo con los resultados del modelo de trasplante de raton alogénico descrito anteriormente, los
injertos esplénicos de estadio gestacional porcinos implantados en ratones SCID generaron 6rganos esplénicos
caracterizados por crecimiento y desarrollo del mesénquima en ausencia de un componente linfoide. El trasplante de
injertos esplénicos de estadio gestacional de 28 a 80 dias porcinos generaron érganos esplénicos derivados de
injertos que mostraban una organizacioén histologica similar en ausencia de teratomas, con crecimiento y desarrollo
optimo y consiguiéndose respuesta inmunitaria del hospedador baja usando implantes de estadio gestacional de 42
y 56 dias. Los 6rganos esplénicos derivados de injertos esplénicos porcinos de estadio gestacional mostraron
niveles significativos de expresién de ARNm del factor VIII, como se define por el andlisis de RT-PCR.

Conclusion: Los resultados anteriormente descritos demuestran por primera vez que los injertos de érganos/tejidos
linfoides/hematopoyéticos porcinos de estadio gestacional, tales como injertos esplénicos fetales porcinos, tienen la
capacidad para generar organos/tejidos linfoides/hematopoyéticos crecientes, con diferenciacién normal, en
ausencia de formacién de teratomas después del trasplante a receptores xenogénicos. Los resultados anteriormente
descritos identifican ademas por primera vez estadios gestacionales durante los que dichos injertos tienen de forma
optima dicha capacidad. Como tales, dichos injertos porcinos estan disponibles en cantidades esencialmente
ilimitadas, y ya que los érganos/tejidos linfoides/hematopoyéticos tienen la capacidad de producir sustancias cuya
deficiencia se asocia con una enfermedad, tal como la deficiencia del factor VIII o glucocerebrosidasa en hemofilia A
o enfermedad de Gaucher, respectivamente, los métodos de trasplante anteriormente descritos son claramente
superiores a los métodos conocidos de tratamiento de dicha enfermedad en un sujeto.
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Tabla 7. Los injertos esplénicos de estadio gestacional de dia E28 a E80 porcinos tienen la capacidad de
generar, sin riesgo/con riesgo minimo de formacion de teratomas, organos esplénicos ampliamente
crecientes, con diferenciacion normal después del trasplante a receptores xenogénicos inmunodeficientes

Estadio gestacional de los injertos|Fraccion de injertos que presentan|Crecimiento del injerto (milimetros

(dias) diferenciacion esplénica* cuadrados, media + desviacion
tipica)

28 14/17 30,6 10,5

42 6/10 76 9,9

56 4/5 70,6 +9

80 4/5 27 £19

* No se observé que ninguno de los injertos generara teratomas después del trasplante.

Los injertos se analizaron 6 semanas después del trasplante

EJEMPLO de referencia 10
Tratamiento de la hemofilia A mediante el trasplante de bazo xenogénico en desarrollo

Resumen: los intentos clinicos previos de corregir deficiencias genéticas tales como la hemofilia A o Gaucher por
trasplante de bazo alogénico no tuvieron éxito, y se asociaron con enfermedad de injerto contra hospedador
agresiva (GVHD), mediada por linfocitos T maduros en el bazo donante. En los presentes estudios se desvela que el
bazo de cerdo fetal recogido en el estadio E42, antes de la aparicién de linfocitos T, mostraba crecimiento 6ptimo
potencial tras la implantacion en ratones SCID, y el tejido mesenquimal creciente expresaba ARNm del factor VIII. La
implantacion del tejido precursor del bazo E42 en ratones SCID hemdfilos condujo a alivio completo de la hemofilia A
en un periodo de 3 meses después del trasplante, como se demostré por sangrado de la cola, y por ensayos con
respecto a los niveles en sangre del factor VIII. Estos resultados proporcionan una prueba de principios para el
concepto de que la implantacién del tejido precursor de bazo embrionario obtenido antes de la aparicion de los
linfocitos T podria proporcionar una nueva modalidad de tratamiento en la hemofilia A y en otras deficiencias
genéticas de una enzima o un factor que puede producirse por el tejido de bazo creciente.

Introduccion: las enfermedades genéticas heredadas representan dianas naturales para la terapia génica, pero
surgen dificultades considerables en la direccion del suministro génico a tipos celulares especificos in vivo, la
regulacién de la expresién de genes recombinantes y el control de la inmunogenicidad del vector (1).

Se cree que la hemofilia A heredada es una diana de terapia génica particularmente prometedora, porque la proteina
deficiente (factor VIII) circula de forma sistémica y puede sintetizarse, en teoria, por diversos tipos celulares. De
hecho, los ensayos preliminares han demostrado la expresién del factor VIII humano en animales y en pacientes
después de la transferencia génica (2-4). En paralelo, el progreso en los trasplantes durante la Gltima década, ha
promovido la consideracién del trasplante de células u 6rganos como un tratamiento potencial para enfermedades
genéticas, tales como la hemofilia A.

Se cree que el higado es la principal fuente de proteina de factor VIIl. Los hepatocitos y las células endoteliales
sinusoides del higado, pero no células de Kupffer, producen el factor VIII en el higado de ratén (5). El papel del
higado en la sintesis de factor VIl esta apoyada por estudios de trasplante de higado tanto en animales como en
seres humanos hemofilos, después de lo cual, se detectaron niveles de factor VIl crecientes (6-8). Los estudios de
trasplante en animales hemofilos mostraron que 6rganos tales como el bazo y el pulmén también contribuyen a la
presencia del factor VIl en circulacion (9, 10).

La viabilidad del trasplante de bazo en el tratamiento de la hemofilia A en seres humanos se documenté en primer
lugar en 1969 por Hathaway, que trasplantdé un bazo donado por un miembro de la familia (11). El receptor presento
un notable aumento del factor VIl poco después del trasplante, pero el injerto de bazo tuvo que retirarse 4 dias
después debido a rechazo grave.

Posteriormente, se han indicado varios trasplantes de bazo (donante vivo o muerto) en pacientes hemdfilos. Al
menos uno dio como resultado niveles normalizados, sostenidos, del factor VIII con produccion de factor VIII estable
durante 5 meses después de la operacion (12, 13). Estan disponibles pocos datos con respecto al trasplante de
bazo en el tratamiento de otras enfermedades genéticas pero hay varios informes de casos en la bibliografia que
sugieren el potencial de ftrasplante de bazo como un tratamiento para la enfermedad de Gaucher e
hipogammaglobulinemia (13-15).

Un obstaculo importante en el trasplante de bazo esta asociado con la enfermedad de injerto contra hospedador

(GVHD) mediada por linfocitos T donantes presentes en el injerto de bazo. En principio, esta complicacion
potencialmente letal podria prevenirse si fuera posible usar tejido de bazo precursor embrionario obtenido antes de
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la aparicion de linfocitos T maduros en el bazo.

Teniendo en cuenta el reciente interés en el tejido fetal como fuente de trasplantes, es sorprendente que el papel del
tejido de bazo embrionario como fuente de proteinas secretadas no se haya estudiado nunca. Claramente, si el
tejido de bazo embrionario temprano resulta ser viable, podria ser particularmente importante, ya que este tejido
precursor esta desprovisto de linfocitos T que se sabe que median en la GVHD tipica del trasplante de bazo adulto.

En el presente estudio, el potencial del tejido de bazo embrionario de cerdo como una nueva fuente tisular para el
trasplante se examiné por primera vez, enfatizando los puntos temporales gestacionales relativamente tempranos en
los que no se encuentran linfocitos T maduros en el implante. La prueba de concepto, concretamente la capacidad
de corregir la hemofilia A usando tejido de bazo embrionario temprano, se demostr6 después en ratones SCID
hemofilos con anulacion del factor VIII.

Materiales y métodos:

Animales: los animales se mantuvieron en condiciones aprobadas por el Comité de Cuidado y Uso de Animales
Institucional en el Instituto Weizmann. Se obtuvo una pareja reproductora de ratones KO para el factor VIl de
Jackson laboratory (nombre de la cepa: B6; 12954-F8tm1Kaz/J, nUmero de lote: 004424).

Para obtener ratones hemofilos inmunodeficientes (designados como factor VIII KO-SCID), se cruzaron ratones
deficientes para FVIII con ratones SCID. Se realizd genotipacién y caracterizacion fenotipica de la descendencia de
FVIIl KO y factor VIII KO-SCID confirmando que todos los ratones deficientes en FVIII usados en este estudio son
ratones factor VIII KO-SCID.

Se usaron ratones inmunodeficientes NOD-SCID o factor VIII KO-SCID (Centro de Reproduccion Animal del Instituto
Weizmann, Rehovot, Israel) como hospedadores para los estudios de trasplante a la edad de 8-10 semanas. Todos
los ratones se mantuvieron en jaulas pequefas (hasta cinco animales en cada jaula) y se les alimenté con comida
estéril y agua &cida que contenia ciprofloxacina (20 mg/ml).

Se obtuvieron embriones de cerdos del Instituto Lahav de Investigacion Animal, Kibbutz Lahav, Israel. Se operé a
cerdas prefiadas en estadios especificos del embarazo (E24, E28, E42, E56, E80 y E100) con anestesia general. El
tiempo de isquemia caliente fue menor de 10 minutos y los embriones se transfirieron a PBS frio. Se extrajeron
precursores de bazo para su trasplante bajo un microscopio 6ptico y se mantuvieron en condiciones estériles a 40
grados centigrados en RPMI 1640 (Biological Industries, Beit HaEmek, Israel) antes del trasplante. El tiempo de
isquemia fria hasta el trasplante fue menor de 2 horas. El protocolo de estudio se aprobé por el comité de ética en
Kibbutz Lahav y el Instituto Weizmann.

Procedimiento de trasplante: se realizaron trasplantes de los precursores embrionarios con anestesia general
(2,2,2-tribromoetanol 2,5 por ciento, 97 por ciento en PBS, 10 mi/kg por via intraperitoneal). Se expuso el rifidon del
hospedador a través de una incision lateral izquierda. Se realiz6é una incisién de 1,5 mm en el extremo caudal de la
capsula renal y se injertaron precursores donantes bajo la capsula renal en fragmentos de 1-2 mm de diametro.

Analisis morfométrico: se fijaron en formalina y se incluyeron en parafina muestras de ensayo de bazo embrionario
de cerdo, 6 semanas después del trasplante, a diferentes edades gestacionales (de E-28 a E-100). Se cortaron y
tiferon secciones consecutivas. La distancia entre las secciones fue de 40 micrometros. Las areas de interés se
cuantificaron usando el programa Image Pro program (Media Cybernetics).

Inmunohistoquimica: para el marcaje inmunohistoquimico, se usaron los siguientes anticuerpos: anti vimentina de
ratéon (clon V9) (Dako, DakoCytomation Dinamarca), anti Ki67 humano de ratén (clon MIB-1) (Dako), anti CD3
humano de conejo (Dako), anti CD31 porcino de raton (Serotec, Enco Scientific Services Ltd Israel), anti Laminina de
conejo (SIGMA-ALDRICH, Israel), anti CD11b de raton de rata (antigeno Mac-1, clon M1/70) (BD Pharmingen, BD
biosciences) y anti TER-119 de ratén de rata (BD Pharmingen).

Las secciones de parafina (de 4 micrometros) se desparafinizaron en xileno y se rehidrataron. Se bloqued la
peroxidasa endogena con peroxido de hidrégeno al 0,3 por ciento en metanol al 70 por ciento durante 10 minutos.
Se realizaron procedimientos de recuperacion de antigenos por cocinado con microondas a pH 6 o pretratamiento
enzimatico de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Después del bloqueo, se incubaron tanto secciones de parafina como criosecciones de 6 micrometros con un primer
anticuerpo especifico durante 60 minutos. Se realizd deteccion de la uniéon de anticuerpos usando el Sistema
Envision de peroxidasa de Dako para la deteccién de anticuerpos de raton y conejo. En ambos casos, se usé
diaminobencidina (DAP) como un cromégeno.

PCR en tiempo real: se diseccionaron cuidadosamente injertos del sitio subcapsular y se homogeneizaron en Tri-

reagent. Se aisl6 ARN total usando el método de Tri-reagent de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, Ohio). Se traté ARN purificado con DNasa sin RNasa RQ1 (Promega
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Corp. Madison, Wisconsin), después se transcribié de forma inversa a ADNc, y se amplificé usando la PCR
cuantitativa Light Cycler usando cebadores especificos para el factor VIl de cerdo y los genes constitutivos, receptor
de transferrina de cerdo y GAPDH de ratén.

Se llevaron a cabo reacciones de PCR cuantitativas usando triplicados de cada muestra usando la reaccion de Light
Cycler como se ensefa por el fabricante (Roche Diagnostics Gmbh, Mannheim, Alemania). Se normalizé la cantidad
relativa del producto en cada trasplante al nivel del receptor de transferrina de cerdo.

Los cebadores usados para el factor VIII de cerdo fueron: directo-CATGGACCTGCTTCAC; inverso-
TGACACATGATTTAATCCCG (SEC ID N2 2). Los cebadores usados para el receptor de transferrina de cerdo
fueron: directo-TGTGGCAGCTCAGAAT (SEC ID N9 3); inverso-ACCGATGTGGTTACTCC (SEC ID N2 4). Para
mostrar la especificidad de estos cebadores, también se usaron cebadores especificos para GAPDH de raton:
directo-CTGCGACTTCAACAGC (SEC ID N¢: 5); inverso-GGTGCAGCGAACTTTAT (SEC ID N¢: 6).

Ensayos de factor VIl en plasma: se ensay6 la actividad del factor VIIl en plasma citratado recogido de
receptores. Se determiné el PTT con un coagulémetro Sysmex CA-6000 (Los ensayos se realizaron en el laboratorio
de hematologia clinica; Centro Médico Kaplan, Rehovot). Se realizé el ensayo de actividad cromogénica, que mide
la generacion dependiente de FVIII de FXa a partir de FX (COATEST FVIII: Chromogenix, Molndal, Suecia).

Corte de la cola: se realizd un corte de la cola (a aproximadamente 1,5 cm de la punta) sin cauterizacion posterior
para medir la propensién a hemorragia. Después del procedimiento, se comprobé a los ratones cada 4 horas. Se
registré la proporcion de ratones supervivientes a las 24 horas después del procedimiento.

Anadlisis estadistico: se evaluaron comparaciones entre grupos por el ensayo de t de Student. Los datos se
expresaron como la media + DT, y se consideraron estadisticamente significativos a p valores de 0,05 o menos.

Resultados experimentales:

Se ha establecido previamente la ventana de tiempo gestacional que permite la recogida de tejido precursor de rifién
embrionario humano y de cerdo para rifiones pequefios funcionales crecientes en ratones SCID (16). Mas
recientemente, se han definido “ventanas” similares para pancreas, higado y pulmén embrionario de cerdo (17). En
el presente estudio, se recogi6 tejido embrionario de bazo en puntos temporales gestacionales diferentes y se tifo
con respecto a células positivas para CD3 para determinar el periodo de tiempo preciso en la ontogenia del cerdo en
el que los linfocitos T maduros estan presentes en primer lugar en estos tejidos. Como puede verse en las Figuras
12a-e, los linfocitos T fueron detectables inicialmente en el tejido obtenido en la edad gestacional E56.

Por lo tanto, para evitar la GVHD, la recogida de tejido de bazo para trasplante deberia limitarse a E42 o puntos
temporales anteriores. Para definir el punto temporal gestacional mas temprano en el que se muestra el potencial de
crecimiento maximo de tejido trasplantado, se implantaron tejidos de bazo embrionario de cerdo obtenidos en
diferentes estadios, que variaban de E28 a E100 en ratones NOD/SCID y 6 semanas después se evalué el tamafno
del implante, asi como su diferenciacion, por analisis morfométrico computarizado. Se cortaron secciones
consecutivas a intervalos de 40 micrémetros y se tifieron con respecto a vimentina (clon V9, que tifie el tejido
mesenquimal de cerdo pero no de ratén), Ki67 (marcador de proliferacién) y CD31 de cerdo (marcador de células
endoteliales); a continuacién, usando el programa Image Pro, se determinaron el volumen de injerto total y las
fracciones de volumen de compartimentos mesenquimales. Como puede verse en la Tabla 8, que resume los
resultados del analisis morfométrico, se encontr6é el volumen de implante mayor después del trasplante de tejido
obtenido en E42. El crecimiento se aceler6 significativamente en comparacién con implantes obtenidos en puntos
temporales gestacionales mas tempranos (E28) o posteriores (E56, E80 y E100), lo que sugiere un potencial de
crecimiento Unico de precursores del bazo en puntos temporales particulares durante la gestacion.

Tabla 8. Analisis morfométrico de precursores esplénicos de cerdo

Edad gestacional | Volumen del implante | Volumen de vimentina Vimentina (porcentaje del
(mms) (mm3) volumen)

E28 4,9+0,99 2,34 £ 0,454 47,8

E42 21,94 £4,95 10,275 £ 2,736 46,8

E56 10,49 + 5,01 3,146 £1,419 30,0

E80 5,82 £ 5,92 1,131 £ 0,063 19,4

E100 0,088 £ 0,01 0,011 £0,006 12,2

Se muestra una imagen macroscépica del implante creciente 6 semanas después del trasplante de tejido de bazo de
cerdo E42 en la Figura 13a. El origen porcino del componente del estroma se demostré por inmunomarcaje con
vimentina (Figura 13b). Estas células del estroma estan apoyadas por vasos sanguineos de cerdo tefidos con anti
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CD31 (Figura 13c) (no reactivo de forma cruzada con CD31 de ratén) y son altamente proliferativos, como se
demuestra por los altos niveles de marcaje de Ki67 (Figura 13d).

La evaluacion histologica del tejido de bazo E42 creciente en diferentes puntos temporales revelé un estadio
temprano desorganizado en la formacién del compartimento hematopoyético a los 2 meses después del trasplante.
Gradualmente, se forman nidos de tejido esplénico de tipo pulpa roja hematopoyética en el mes 3 (Figura 14).

La inmunotincion de antigeno Mac1 expresado en células mieloides de ratén y con anti Terr1 especifico para las
células eritroides de raton, demuestra que el estroma de cerdo se puebla gradualmente con mielopoyesis y
eritropoyesis de tipo hospedador, como se encuentra normalmente en el bazo de ratdén adulto. Sin embargo, no se
observa linfopoyesis de ratén debido a la mutacion de SCID de los receptores del implante.

Se observaron patrones similares de nidos hematopoyéticos, separados por septos de tejido conectivo, 5 meses
después del trasplante. En estos nidos, se observaron células hematopoyéticas adyacentes a elementos del estroma
mesenquimal distribuidos libremente (datos no mostrados). Por lo tanto, el tejido de bazo E42 asume gradualmente
su caracter hematopoyético sin ninguna sefial de diferenciaciéon aberrante tipica de los tumores y, en particular, de
los teratomas.

Tomados juntos, estos resultados sugieren que de los estadios gestacionales tempranos desprovistos de linfocitos
T, E42 muestra el potencial de crecimiento éptimo y podria, por lo tanto, proporcionar una fuente adecuada para el
trasplante para corregir la hemofilia A u otras deficiencias genéticas.

Correccion de la hemofilia A por tejido de bazo de cerdo E42:

Basandose en varias indicaciones en la bibliografia de que el factor VIII se produce en el bazo del tejido adulto (11-
13), se han realizado intentos de medir la expresién del factor VIII de cerdo en los implantes que crecen de tejido de
bazo embrionario obtenido en diferentes puntos temporales. Ya que no esta disponible ningun anticuerpo anti factor
VIII especifico porcino, se evalu6 inicialmente la expresion de ARNm tisular en el mesénquima de bazo embrionario
creciente en comparacién con implantes de pancreas embrionario de cerdo. Se desarrollaron cebadores especificos
de cerdo para el factor VIIl y se usaron para explorar los implantes crecientes. Este andlisis confirmé la expresién de
ARNm del factor VIl de cerdo en el estroma del bazo derivado de tejido de edad gestacional E28 a E56 porcino
embrionario, implantado en ratones SCID (datos no mostrados).

Para determinar de forma mas precisa los niveles de expresion del factor VIII porcino en implantes de bazo
embrionario de cerdo, se analizaron tejidos derivados de injerto por RT-PCR. Como puede verse en la Figura 15, 6
semanas después del trasplante de tejido de bazo E28, E42 o E56, los injertos mostraron niveles notables de
expresion de ARNm de factor VIII porcino, mientras que el tejido pancreatico que crecia a partir del tejido precursor
de pancreas embrionario no mostré una expresién apreciable de ARNm del factor VIII.

Para determinar la funcionalidad del tejido trasplantado en la produccién de factor VIII, se realizaron intentos de
tratar los ratones factor VIl KO (fondo B6-129) mediante implantacion de tejido de bazo de cerdo E42. Sin embargo,
ya que los ratones KO receptores tienen un sistema inmunitario relativamente normal, la implantacion de tejido de
cerdo requeria inmunosupresion continua que implicaba la inyeccion intraperitoneal de farmacos inmunosupresores,
un procedimiento que provoco una hemorragia notable y alta tasa de mortalidad debido al estado hemdfilo de los
receptores (no mostrado). (Se anticipa que la inmunosupresién sera técnicamente mas facil en seres humanos,
como se describe posteriormente). Por lo tanto, para evitar la necesidad de inyeccién continua de agentes
inmunosupresores, se usé una cepa de ratones VIl KO-SCID (18) para analizar adicionalmente el potencial de tejido
de bazo E42 para corregir la hemofilia A. De hecho, la implantaciéon de estos ratones, realizada con tratamiento a
corto plazo con factor VIII soluble para permitir que los animales toleraran el procedimiento quirdrgico, no se asocié
con una alta mortalidad, y los ratones fueron capaces de soportar ensayos repetidos con respecto a la actividad del
factor VIII.

Tradicionalmente, se usa un ensayo de coagulacion que mide el tiempo de tromboplastina parcial (PTT) para
ensayar la actividad del factor VIII. Ademas, el ensayo cromogénico Coatest indirecto ofrece una determinacion mas
sensible de la presencia del factor VIII midiendo su actividad en la escision del Factor X.

Como puede verse en la Figura 16, los receptores de tejido de bazo E42 mostraron niveles de PTT normalizados a
los 3-4 meses después del trasplante. Por lo tanto, aunque los ratones factor VIII KOS CID no tratados o los de 2
semanas después del trasplante mostraron niveles de PTT de 43,06 + 1,07 segundos y 39,63 *+ 5,12 segundos,
respectivamente, los ratones a los que se implanté bazo E42 mostraron a las 12 semanas después del trasplante
valores de PTT notablemente reducidos (23,8 + 3,94 segundos, P = 0,001), comparables con los niveles hallados en
ratones SCID no hemdfilos, de control (22,12 + 1,14 segundos, P = 0,001).

De forma similar, el nivel en sangre del factor VIII determinado por el ensayo Coatest (Figura 17a-b) revel6 niveles

significativamente elevados en la sangre de ratones trasplantados a las 14 semanas después del trasplante (63,4 +
49,6 por ciento de niveles normales) en comparacién con los niveles hallados en ratones factor VIII KO-SCID
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(valores cero) y en ratones SCID no hemdfilos (102 + 31,2 por ciento). Teniendo en cuenta que los estados
hemdfilos grave, moderado y leve, definidos por el porcentaje de factor VIII estan por debajo de 1, 4 y 6 por ciento,
respectivamente, es significativo que los niveles en el grupo completo de ratones trasplantados variaran por encima
de esas cantidades (entre 7 y 100 por cien de la actividad del factor VIII).

Finalmente, cuando se expusieron a corte de la cola, 7 de los 7 ratones implantados sobrevivieron, mientras que
casi todos los ratones de control sin implante murieron por hemorragia en un periodo de 24 horas (Tabla 9).

Tabla 9. Supervivencia después del corte de la cola.

Cepa de ratdn Tratamiento Frecuencia de
supervivencia

SCID Ninguno 5/5

SCID Trasplante de bazo E42 3/3

Factor VIIl KO-SCID |Ninguno 1/13

Factor VIIl KO-SCID |Trasplante de bazo E42 717

Andlisis: tomados juntos, los resultados desvelados en el presente documento muestran por primera vez la
viabilidad de usar tejido de bazo embrionario, antes de la aparicion de linfocitos T en el tejido, para la correccion de
una deficiencia genética.

La hemofilia A es una enfermedad hemorragica provocada por deficiencia del factor VIII. La terapia de reemplazo del
factor VIl puede reducir la hemorragia pero es cara, inconveniente y con frecuencia complicada por el desarrollo de
anticuerpos que inhiben la actividad del factor VIII en el 30 por ciento de los pacientes. Claramente, una nueva
fuente alternativa de factor VI, tal como tejido de bazo embrionario, podria abrir nuevas modalidades de tratamiento
que podrian proporcionar beneficios a largo plazo a los pacientes con hemofilia A.

Un obstaculo importante para la implementaciéon de alo o xenotrasplante embrionario en pacientes se relaciona con
su inmunogenicidad potencial. Por lo tanto, el problema de la inmunosupresion es critico, y se requieren estudios
adicionales en modelos de animales grandes para definir si puede inducirse inmunotolerancia a largo plazo hacia el
bazo embrionario implantado con toxicidad minima. Numerosos estudios durante las ultimas cuatro décadas han
sugerido que los tejidos embrionarios son menos propensos a rechazo inmunitario (19-22). No obstante,
exactamente cuanta y durante cuanto tiempo se requerira supresion inmunitaria para permitir el injerto de tejido de
bazo fetal determinaréd su aplicabilidad para tratar enfermedades heredadas monogénicas. Los resultados
preliminares sugieren que el bazo de cerdo E42 es mucho menos inmunogénico en comparacion con el tejido de
bazo fetal obtenido en puntos temporales posteriores 0 en comparacién con el bazo adulto (no mostrado) y, ademas,
la implantacion en ratones inmunocompetentes sugiere que el rechazo puede prevenirse por bloqueo coestimulador,
que se sabe que también inhibe eficazmente la produccion de anticuerpos. Por lo tanto, podria ser posible en el
futuro abordar el problema de los anticuerpos inhibidores anti factor VIII mediante estrategias que combinaran el
trasplante neonatal del bazo fetal con bloqueo coestimulador a corto plazo u otras modalidades inductoras de
tolerancia leve. Sin embargo, teniendo en cuenta que dichos enfoques se asociaran con algunos riesgos, se prevé
que el trasplante de bazo fetal serd mas adecuado en enfermedades para las que no haya terapia actualmente
disponible. Aunque se demuestra en el presente documento como prueba de principio que el trasplante del bazo
fetal puede aliviar deficiencias genéticas en ratones hemdfilos, la evaluacion clinica de este enfoque se justificara
inicialmente en otras enfermedades tales como fenilcetonuria (PKU) o deficiencia de ornitina transcarbamilasa
(OTC), para las que no esta disponible terapia de reemplazo con una enzima o factor exégeno.

Un segundo problema importante que debe abordarse en estudios adicionales se relaciona con la eleccién del tejido
fetal. Como prueba de principio, se evalué el potencial del tejido embrionario de cerdo. Varias preocupaciones sobre
la seguridad, en particular los peligros potenciales asociados con retrovirus endégenos (PERV), han presentado
obstaculos importantes para esta aplicaciéon (23-25). Sin embargo, es importante observar que los xenotrasplantes
de cerdo a humano previos no han revelado ni un solo caso de trasmision de PERV a un sujeto humano (26).
Ademas, un estudio reciente ha sugerido que los PERV podrian erradicarse de piaras criadas para xenotrasplante
(27). Por lo tanto, como se ha sugerido recientemente por Ogata y Platt (28), aunque el peligro potencial de PERV
para la salud publica no puede descartarse completamente, deberia enfocarse con una atencién cuidadosa para los
reactores de xenoinjertos, en lugar de ser necesario abandonar los estudios de xenotrasplantes. Sin embargo, el
tejido embrionario de cerdo, aunque evita los problemas éticos asociados con las células madre o tejidos
embrionarios humanos, podria ser mas propenso a su rechazo en comparacién con el tejido de bazo fetal humano.

Por lo tanto, el uso de tejido de bazo fetal humano de abortos tempranos, si se considera éticamente aceptable,

representa una fuente de tejidos potencialmente superior. El tiempo de gestacion éptimo para recoger tejido de bazo
humano se esta investigando actualmente en ratones SCID.
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En conclusion, independientemente de las modalidades de supresion inmunitarias que se requeriran y deben
definirse en modelos de animales grandes, los datos desvelados en el presente documento proporcionan una
prueba de concepto del potencial curativo de tejido de bazo embrionario, sin linfocitos T, como una nueva fuente de
trasplante en pacientes con deficiencias genéticas.

Se apreciara que ciertas caracteristicas de la invencion, que se describen, para mayor claridad, en el contexto de
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacién. Por el contrario,
también pueden proporcionarse diversas caracteristicas de la invencién que se describen, para mayor brevedad, en
el contexto de una Unica realizacion, por separado o en cualquier subcombinacién adecuada.

Aunque la invencién se ha descrito junto con realizaciones especificas de la misma, resulta evidente que muchas
alternativas, modificaciones y variaciones seran manifiestas para los expertos en la materia. Ademas, la citacion o
identificacién de cualquier referencia en la presente solicitud no se interpretard como una admisién de que dicha
referencia esté disponible como técnica anterior a la presente invencion.
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledétido de ADN monocatenario

<400> 5
ctgcgacttc aacagc 16

<210> 6

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de ADN monocatenario

<400> 6
ggtgcagcga actttat 17
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un injerto de 6rgano/tejido vascularizado pancreatico de mamifero no humano para la fabricacién de un
medicamento para proporcionar una funcién pancreatica a un sujeto mamifero, en donde dicho injerto de
organo/tejido vascularizado pancreatico estd en un estadio del desarrollo correspondiente al de un 6érgano/tejido
pancreatico porcino en un estadio gestacional seleccionado de un intervalo de 42 a 56 dias de gestacion.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho injerto de 6rgano/tejido vascularizado pancreatico no es singénico
con el sujeto.

3. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho injerto de érgano/tejido vascularizado pancreatico es xenogénico con
el sujeto.

4. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho injerto de érgano/tejido vascularizado pancreatico es de origen
porcino.

5. El uso de la reivindicacién 1, en el que el sujeto es un ser humano.

6. El uso de la reivindicacion 1, en el que el sujeto tiene una actividad anémala de una biomolécula producida de
forma natural por un pancreas de mamifero.

7. El uso de la reivindicaciéon 1, en el que el sujeto tiene una actividad anémala de una biomolécula producida de
forma natural por un islote pancreatico de mamifero.

8. El uso de la reivindicacién 6, en el que dicha biomolécula es insulina.
9. El uso de la reivindicacién 1, en el que dicho injerto de 6rgano/tejido vascularizado pancreatico esta en un estadio

de desarrollo correspondiente al de un 6rgano/tejido pancreatico porcino en un estadio gestacional de 56 dias de
gestacién.
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Fig. 10a
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Fig. 14
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Fig. 17a
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