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DESCRIPCION

Tejido de prueba bioartificial vascularizado de manera primaria para un procedimiento de prueba farmacolégico,
procedimiento para su fabricacion y procedimiento de prueba que utiliza dicho tejido, asi como biorreactor para
realizar el procedimiento.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para someter a prueba un farmaco o un tratamiento de
radioterapia.

En el marco de los desarrollos de farmacos, la influencia de los productos quimicos utilizados y los farmacos recién
desarrollados sobre el ciclo celular de todas las células desempefia un papel central, dado que se pretende reforzar
o detener de manera dirigida su proliferacion, sus tasas de sintesis o sus influencias angiogenéticas. Para
comprobar tales farmacos recién desarrollados se realizan antes de la fase clinica experimentos con animales, que
documentan la eficacia, la toxicidad asi como los efectos secundarios del nuevo producto correspondiente. Para ello,
se utilizan en la mayoria de los casos sistemas de ratén atimico o animales grandes tales como cerdo, perro u oveja.
Los resultados obtenidos en estos sistemas de animales no pueden transferirse directamente al ser humano. A
pesar de la alta homologia genética entre, por ejemplo, el ser humano y el ratén de por ejemplo el 92%, los
resultados obtenidos de un modelo de ratén no pueden transferirse al sistema humano.

Por tanto, en los Ultimos afios se han desarrollado de manera reforzada sistemas de cultivo celular, en los que
células humanas entran en contacto ex vivo con los principios activos correspondientes. Asi puede examinarse la
influencia sobre su ciclo celular. Los cultivos celulares humanos se ponen en contacto con los diferentes farmacos
esencialmente de manera bidimensional en un medio nutritivo y se examinan los efectos en funcién de diferentes
parametros. Sin embargo, se muestra que los cambios encontrados de los cultivos celulares no son necesariamente
atribuibles al principio activo y por consiguiente, a su vez, tales resultados tampoco pueden equipararse
directamente al efecto de un farmaco sobre el cuerpo humano. A este respecto, en los cultivos celulares tienen lugar
en particular procesos de desdiferenciacion en funcion del entorno correspondiente (microentorno), que conducen a
cambios que son dificiles de diferenciar de los cambios debido a los farmacos suministrados.

El documento US 2001/039047 describe un procedimiento para producir un tejido bioartificial, tridimensional, con
células vivas en o sobre una matriz, pudiendo cultivarse las células y la matriz en un tejido o en un tejido precursor.
Ademas, estan previstos un tejido vascularizado de material biolégico, que se produce mediante un procedimiento
de este tipo, y un reactor para su produccion.

El documento WO 02/35992 A2 describe la formacion de tejidos artificiales que requieren una superficie endotelial,
tales como, por ejemplo, vasos sanguineos y valvulas cardiacas.

El documento WO 03/043675 A describe la generacién o reconstruccion de 6rganos reproductores femeninos
artificiales, tales como, por ejemplo, el Gtero, la vagina y el cuello uterino. A este respecto, se perfunden poblaciones
celulares de material celular adecuado.

El documento WO 02/064179 A2 describe una matriz de tejido con vascularizacion primaria, bioartificial, y un tejido
correspondiente asi como procedimientos para su produccion y utilizacion.

La invencién se basa en el objetivo de, con respecto a los sistemas conocidos, proporcionar mejoras y en particular
posibilitar procedimientos de prueba de farmacos y tratamientos de radioterapia, que puedan transferirse de la
manera mas amplia posible al cuerpo humano.

Este objetivo se alcanza mediante un procedimiento segun la reivindicacion 1 asi como un procedimiento segun la
reivindicacién 5. Las reivindicaciones dependientes describen perfeccionamientos preferidos.

La invencion se basa en el conocimiento de que la ausencia de coincidencias entre sistemas de cultivo celular ex
vivo de células humanas y el cuerpo humano es atribuible en particular al entorno bidimensional de los sistemas de
cultivo celular de este tipo. Estas nuevas células se multiplican ex vivo en el entorno bidimensional o
cuasibidimensional y debido su microentorno bidimensional pueden someterse a procesos de desdiferenciacion. Los
procesos de desdiferenciacion de este tipo pueden impedirse in vivo en particular por el medio de cultivo celular o
componentes de matriz extracelulares.

Para evitar procesos de desdiferenciacion de este tipo y reproducir las interacciones que tienen lugar en un complejo
tisular tridimensional nativo, se aprovechan segun la invencion para la realizacion de los procedimientos de prueba
conceptos de la técnica de implantacion, de la denominada ingenieria tisular. Se recurre a células endoteliales,
células tumorales o primarias humanas y una estructura de soporte vascularizada natural, es decir, matriz
extracelular ECM, como sustituto de un complejo tisular tridimensional nativo. Una sustancia de prueba o un
tratamiento fisico puede actuar in vitro sobre las células, de modo que puede examinarse la influencia de un principio
activo o del tratamiento fisico sobre el ciclo celular, la proliferacion y las tasas de sintesis en un microentorno natural
o cuasinatural. Asi pueden evaluarse, por ejemplo, los cambios en la tasa de generacién de nuevos vasos
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sanguineos y las variaciones en el patron de expresion de moléculas de adhesion endoteliales. Adicionalmente
existe la posibilidad de examinar interacciones célula-célula y célula-matriz especiales a nivel de ARNm y de
proteina. Los cambios encontrados pueden correlacionarse con la concentracion de farmacos utilizadas y la
duracion de la aplicacioén, tras lo cual pueden cambiarse los parametros correspondientes segin la evaluacién
correspondiente.

Con esto, segun la invencion, en primer lugar se forma a partir de un tejido de partida biolégico mediante
descelularizacién una matriz de tejido bioldgica, vascularizada, bioartificial, esencialmente de colageno. Con este
proposito, el tejido ventajosamente se descelulariza completamente; en el caso de tomar tejido autdlogo, puede
llevarse a cabo, por ejemplo, también una descelularizacion sélo parcial. Una produccion de este tipo de una matriz
de tejido ya se conoce en si misma del campo de la produccién de implantes o ingenieria tisular, por ejemplo por el
documento WO 02/064179 A2. A este respecto, puede utilizarse, por ejemplo, un tejido xenogénico de por ejemplo
un cerdo, un tejido aut6logo del propio paciente o un tejido alogénico de otro paciente humano, presentando el tejido
por lo menos una rama vascular, preferentemente una rama vascular arterial y una venosa. Se suministran células
endoteliales o células madre o células precursoras, que forman una red vascular en la matriz de tejido con
vascularizacion primaria. De manera complementaria se suministran las células humanas relevantes para los
procedimientos de prueba posteriores, en patrticular células tumorales. Ademds, en particular también pueden
suministrarse células hepaticas. A este respecto, las células hepaticas presentan la propiedad ventajosa para los
procedimientos de prueba de metabolizar los medicamentos suministrados y los productos de degradacion.

Seguln la invencidon ademas pueden suministrarse también células madre o precursoras humanas, dado que estas
pueden formar en el tejido diferentes tipos celulares de manera correspondiente a las condiciones de cultivo, por
ejemplo células musculares o cartilaginosas. De este modo, segin la invencién se genera un tejido nuevo, que es
muy adecuado para el siguiente procedimiento de prueba, en particular debido a su mayor tasa de division y
regeneracion asi como debido a la ausencia de influencias previas. A este respecto, pueden utilizarse células madre
adultas.

Por consiguiente, segun la invencién se produce un “sistema de 6érgano” ex vivo. A este respecto, se ha demostrado
que para la formacion de un sistema realista es necesaria una buena perfusion ya de la matriz de tejido durante la
colonizacion con las células humanas. A este respecto, en particular también se mostré una formacion buena y
realista del tejido de prueba al suministrar de manera pulsada el medio nutritivo. Como medio nutritivo, ya durante la
colonizacién con las células humanas puede suministrarse sangre, en particular sangre autéloga. Ademas, también
ya durante la colonizacion pueden suministrarse farmacos al medio nutritivo, en particular a la sangre.

El tejido de prueba segun la invencién posibilita en particular dos campos de aplicacion:

Por un lado, en el campo de la investigacién basica pueden examinarse de este modo procesos farmacocinéticos y
procesos radioterapéuticos en tumores o células primarias humanas. A partir de esto pueden desarrollarse nuevos
agentes terapéuticos.

Por otro lado, para pacientes individuales o grupos de pacientes individuales en aplicaciones clinicas puede
comprobarse y perfeccionarse la eficacia de conceptos terapéuticos especificos, preferentemente farmacol6gicos,
en particular también de conceptos terapéuticos farmacoldgicos y de radioterapia combinados. En particular, en el
caso de aplicaciones clinicas de este tipo es ventajoso el suministro de sangre del propio paciente durante la
colonizacién y/o también durante el procedimiento de prueba. Por consiguiente, excepto por dado el caso una matriz
de tejido no aut6loga, compuesta esencialmente por colageno, mediante la colonizacion con células tumorales o
células primarias aut6logas y la alimentacion con sangre aut6loga puede formarse un sistema cuasi de érgano ex
vivo biolégico, bioartificial y muy realista.

Segun la invencion, ventajosamente puede controlarse el metabolismo y dado el caso ajustarse. A este respecto, en
particular se obtienen como resultado ventajas claras con respecto a los sistemas de cultivo celular bidimensionales
conocidos. En particular, pueden examinarse series de medicion en funcion de concentraciones de farmacos,
condiciones de suministro, dado el caso tratamientos de radioterapia adicionales y alimentacién con nutrientes
adicionales.

La perfusion del sistema cuasi de drgano tiene lugar preferentemente en un biorreactor segun la invencion. El
sistema de perfusién dispone de por lo menos uno, preferentemente cinco sistemas de adaptador/conexion para
conductos de perfusion. Se perfunde disolucion de cultivo por la luz del sistema de 6rgano a través de una entrada y
una salida. Las ramas vasculares de la matriz biolégica se conectan por separado a una unidad de perfusion y se
someten a perfusion por la misma. La perfusion es posible en condiciones de perfusiéon laminares y pulsétiles. En
perfusion y durante las condiciones de cultivo pueden obtenerse en todo momento muestras del perfundido y
afadirse farmacos, disoluciones celulares u otros principios activos.

Segun la invencion, la produccién del tejido de prueba puede realizarse ventajosamente en el mismo biorreactor que

el siguiente procedimiento de prueba; a este respecto, pueden mantenerse las conexiones de la rama vascular
arterial y venosa del tejido de prueba a los empalmes de admisién del biorreactor, de modo que pueden evitarse en
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gran medida influencias desventajosas mediante una extraccion temporal de todo el tejido de prueba.
La invencion se explica a continuacion mediante un ejemplo.

El ejemplo se refiere a la produccion y el cultivo de tejido tumoral tridimensional humano in vitro a partir de biopsias
tumorales. De un paciente con tumor, con una neoplasia maligna poco comun o que no responde a la terapia, se
toman una biopsia de tejido del area tumoral asi como 200 ml de sangre. Se diluye la muestra de sangre 1:1 con
PBS y en cada caso se afiaden 10 ml de esto a 20 ml de solucién de Bicoll. Se aislan las células mononucleares
mediante una centrifugacion durante 20 min a 300 g sin freno y se lavan dos veces con PBS.

Las células mononucleares obtenidas sirven para la reendotelializacion de una estructura de soporte bioldgica
fabricada a partir de intestino de cerdo acelularizado con lecho vascular conservado con una rama vascular arterial y
una venosa. La matriz de tejido obtenida mediante la acelularizacion se fija en un recipiente de incubacion, que
también se denomina biorreactor, y se perfunde con un medio nutritivo y células endoteliales o células madre y
precursoras y forma asi una red capilar y vascular intramural funcional, que se extiende de manera tridimensional
por el tejido. A este respecto, para la perfusion puede utilizarse en particular sangre, preferentemente sangre del
propio paciente, es decir autéloga.

El tejido tumoral, tras una extraccion estéril, se dispone en una placa de Petri, se humecta con 2 ml de RPMI y se
corta en trozos pequefios. Se eliminan el tejido necrético y adiposo. Se incuban los fragmentos cortados con un
tamafio pequefio del tejido tumoral con 400 IU de colagenasa/ml de solucion de Hank durante 4 horas a 37°C. En
funcidon de la consistencia del tejido tumoral puede aumentarse la concentracién de colagenasa hasta 1300-
1500 IU/ml de solucién de Hank y el tiempo de incubacién hasta 15-24 horas. Sin embargo, para evitar formaciones
de agregaciones celulares deben afiadirse entonces 2 IU/ml de heparina a la solucién de Hank. Tras la fase de
incubacién, se filtra la solucion a través de un tamiz celular para separar el residuo celular. Se centrifuga la
suspension celular obtenida durante 10 min a 200 g y por consiguiente sedimentan las células tumorales. Se
desecha el sobrenadante y se lava el sedimento celular dos veces con 20 ml de medio RPMI nuevo. Se determina el
namero de células en una camara de recuento Neubauer, y se aplican las células tumorales con una densidad de
células de 1x10° sobre la matriz de tejido y se cultivan con perfusion.

En las condiciones de cultivo dadas se desarrolla ex vivo tejido tumoral vascularizado tridimensional humano. Tras
una fase de cultivo de dos semanas, se incuban los tejidos tumorales bioartificiales con un farmaco. Para ello, se
suministra el farmaco al medio nutritivo, preferentemente la sangre del propio paciente, a través de las ramas
vasculares.

El efecto de la exposicion al farmaco puede determinarse por medio de examen histologicos (por ejemplo HE,
Pentachrom), inmunohistoquimicos, de bioquimica de proteinas (por ejemplo inmunotransferencia de tipo Western) o
de biologia molecular (por ejemplo RT-PCR).

En el dibujo adjunto se muestra un ejemplo de un biorreactor segun la invencion para realizar el procedimiento de
produccion y de prueba.

Muestran
la figura 1, una vista lateral del biorreactor segun la invencién y
la figura 2, una vista en planta del biorreactor segin la figura 1 con la tapa retirada.

Los componentes iguales o correspondientes entre si en las figuras del dibujo estan dotados de los mismos nimeros
de referencia.

Un biorreactor 1 presenta un recipiente 2 de vidrio con una parte 3 inferior de recipiente y una tapa 3’, que rodean
una camara 4 de cultivo tisular para alojar una matriz de tejido o del tejido 5 de prueba formado a partir del mismo. A
la cdmara 4 de cultivo tisular discurren conductos conectados de manera externa 6, 10, 12, 14, que comprenden un
conducto de alimentacién de medio de cultivo 6 que desemboca en el fondo o en la region inferior de la pared lateral
para el suministro de un medio de cultivo 15, un conducto de alimentacion arterial 10 con un empalme 11 para la
conexion de una rama vascular arterial 13 del tejido 5 de prueba y un conducto de evacuacion venoso 12 con un
empalme 16 para la conexion de una rama vascular venosa 17 del tejido 5 de prueba.

Mediante el conducto de alimentacion arterial 10 se suministra como medio nutritivo 20 preferentemente sangre del
paciente, al que se le afiade un farmaco (que también puede ser una mezcla de varios principios activos). A este
respecto, el medio nutritivo se suministra de manera laminar o pulsada.

La temperatura de las disoluciones suministradas y evacuadas asi como también del medio de cultivo 15 en la
camara 4 se regula. Ademas, se mide el valor de pH del medio de cultivo 15 en la camara 4 y puede regularse.
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Mediante el conducto de alimentacion adicional 14 pueden tomarse muestras de la camara 14 y dado el caso
suministrarse principios activos. A este respecto, puede comprobarse, por ejemplo, el efecto de un citotoxico
inyectado en el tejido de un paciente para el tratamiento de un tumor, suministrandose este a través del conducto de

alimentacion 14.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para someter a prueba un farmaco o un tratamiento de radioterapia, con por lo menos las
siguientes etapas:

- producir un tejido de prueba con vascularizacion primaria, bioartificial, con las siguientes etapas:
descelularizar por lo menos parcialmente un tejido de partida autélogo, alogénico o xenogénico con por lo
menos una rama vascular, para dar una matriz de tejido bioldgico, con vascularizacion primaria, bioartificial,
con por lo menos una matriz de una rama vascular y una red capilar, mantener la capacidad funcional de la
rama vascular, perfundir la matriz de tejido con un primer medio nutritivo a través de la matriz de dicha por lo
menos una rama vascular; revestir la rama vascular y la red capilar con células endoteliales, madre o
precursoras y colonizar la matriz de tejido con células tumorales, madre, precursoras o hepaticas humanas,

- suministrar el farmaco a un segundo medio nutritivo, que se suministra a dicha por lo menos una rama
vascular, o someter el tejido de prueba a tratamiento de radioterapia, y

- examinar el tejido de prueba.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 2, caracterizado por que en la etapa de produccion, el primer medio
nutritivo es sangre, preferentemente sangre autéloga.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que en la etapa de produccion, el tejido de partida
se descelulariza completamente.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de produccién, la
matriz de tejido se perfunde de manera pulsada durante la colonizacion.

5. Procedimiento para someter a prueba un farmaco o un tratamiento de radioterapia, con por lo menos las
siguientes etapas:

- producir un tejido de prueba con vascularizacion primaria, bioartificial, que presenta una matriz de tejido
biolégica, con vascularizacién primaria, descelularizada con por lo menos una rama vascular, estando
colonizada la matriz de tejido con células tumorales, madre, precursoras o hepaticas humanas, y presentando
el tejido una red capilar y vascular,

- suministrar el farmaco en un segundo medio nutritivo, que se suministra a dicha por lo menos una rama
vascular, o someter el tejido de prueba a tratamiento de radioterapia, y

- examinar el tejido de prueba.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que en la etapa de produccién, la matriz de tejido
presenta por lo menos una matriz de una rama vascular arterial y por lo menos una matriz de una rama vascular
venosa.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 5 o 6, caracterizado por que en la etapa de produccién, dicha por lo menos
una rama vascular esta conectada con una red capilar intramural formada en la matriz de tejido.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado por que en la etapa de produccion, se irriga
el tejido de prueba.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de suministro de
farmaco, el segundo medio nutritivo suministrado a dicha por lo menos una rama vascular es sangre,
preferentemente sangre autéloga.

10. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de suministro de
farmaco, el segundo medio nutritivo se suministra de manera pulsada.

11. Procedimiento segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el tratamiento de radioterapia
y el suministro del farmaco se realizan al mismo tiempo y/o separados en el tiempo.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de examen, se
examina el ciclo celular, la proliferacion y las tasas de sintesis del tejido de prueba.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de examen, se
examinan los cambios en la tasa de generacion de nuevos vasos sanguineos y las variaciones en el patrén de
expresion de moléculas de adhesion.
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14. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de examen, se
examinan las interacciones célula-célula y célula-matriz a nivel de ARN y de proteina.

15. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la etapa de examen, se
examina un metabolismo del tejido de prueba mediante la comprobacion del medio nutritivo suministrado y
evacuado.
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