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DESCRIPCION
Poblaciones de células renales y usos de las mismas
Campo técnico

La presente divulgacion generalmente se refiere a métodos para identificar una poblacion celular enriquecida
heterogénea obtenida a partir de rifion de mamifero. También se describen métodos para su uso en la preparacion de
una terapia de medicina regenerativa, y en el presente documento se proporcionan métodos para tratar la enfermedad
renal mediante la administracion de la poblacion celular enriquecida heterogénea obtenida a partir de rifidn en un
sujeto mamifero.

Antecedentes de la invencion

Los biomateriales a base de colageno y gelatina se han empleado con éxito para varias aplicaciones de ingenieria
tisular (Rohanizadeh et al. J Mater Sci Mater Med 2008; 19: 1173-1182; Takemoto et al. Tissue Eng Parte A 2008; 14:
1629-1638; Young et al. J Control Release 2005; 109: 256-274). Ambas macromoléculas se caracterizan por una
excelente biocompatibilidad y baja antigenicidad (Cenni et al. J Biomater Sci Polym Ed 2000; 11: 685-699; Lee et al.
Int J Pharm 2001; 221: 1-22; Waksman et al. J Immunol 1949; 63:427-433); sin embargo, dado que la gelatina se
obtiene mediante la hidrdlisis de colageno, tiene ciertas ventajas sobre esta Ultima: (a) esta facilmente disponible y es
facil de usar; (b) ofrece opciones relativas al peso molecular y al desarrollo (es decir, control sobre las propiedades
fisicas); y (c) es mas flexible hacia la modificacién quimica y mas facil de fabricar. Ademas, desde un punto de vista
bioldgico, la gelatina mantiene propiedades de citocompatibilidad y adherencia celular similares al colageno Engvall et
al. Int J Cancer 1977; 20: 1-5; Kim et al. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2009; 108: €94-100).

Se ha informado de varios métodos para la reticulacion de estas macromoléculas con el fin de retrasar su
biodegradacion para prolongar su tiempo de permanencia in vivo (en aplicaciones de ingenieria tisular) o para adaptar
su capacidad de liberacion de farmacos (cuando se usan como vehiculos farmacolégicos). Se han publicado
numerosos métodos para la reticulacion quimica o fotoquimica de colageno o gelatina (Adhirajan et al. J Microencapsul
2007; 24: 647-659; Chang et al. Macromol Biosci 2007; 7: 500-507; Gagnieu et al. Biomed Mater Eng 2007; 17: 9-18;
Kimura et al. J Biomater Sci Polym Ed 2010; 21: 463-476; Ma et al. J Biomed Mater Res A 2004; 71: 334-342; Vandelli
et al. Int J Pharm 2001; 215: 175-184; Vandelli et al. J Control Release 2004; 96: 67-84). La mayoria de estos
procedimientos tienen como objetivo reducir la susceptibilidad de estos biomateriales a la degradaciéon enzimatica y
prolongar su tiempo de permanencia in vivo (Chang et al. mencionado anteriormente 2007; Ma et al. mencionado
anteriormente 2004). Otros métodos de reticulacion son dispositivos empleados para producir gelatina o biomateriales
basados en colageno adecuados como farmacos de liberacion lenta, proteinas o vehiculos de acido nucleico (Kimura
mencionado anteriormente 2010; Vandelli mencionado anteriormente 2004; Kommareddy et al. Nanomedicine 2007;
3: 32-42; Sehgal et al. Expert Opin Drug Deliv 2009; 6: 687-695; Sutter et al. J Control Release 2007; 119: 301-312).
Una clase de agente de reticulacion ampliamente utilizada para el colageno y la gelatina, asi como otros sistemas
compatibles con la ingenieria tisular, son las carbodiimidas (Adhirajan mencionado anteriormente 2007; Olde Damink
et al. Biomaterials 1996; 17: 765-773; Pieper et al. Biomaterials 2000; 21: 581-593; Cornwell et al. Clin Podiatr Med
Surg 2009; 26: 507-523). Estas moléculas se conocen como reticuladores de longitud cero y actian mediante la
mediacion de la formacion de enlaces amida entre grupos funcionales carboxilo y amina primaria presentes en la
especie que se va a reticular. Ademas, las carbodiimidas son menos citotdxicas en comparacion con otros agentes de
reticulacion comunes (por ejemplo, glutaraldehido) (Lai et al. J Mater Sci Mater Med 2010; 21: 1899-1911). El
glutaraldehido se usa como agente de reticulacion en perlas de Cultispher™. El documento de patente de Estados
Unidos N.° 6.991,652 de Burg describe compuestos de ingenieria tisular que contienen construcciones de soporte
tridimensionales para células que se pueden administrar a un sujeto.

Las tecnologias de medicina regenerativa proporcionan opciones terapéuticas de préxima generacion para la
enfermedad renal cronica (CKD). Presnell et al., documento WO/2010/056328 es llagan et al., documento
PCT/US2011/036347 describen células renales bioactivas aisladas, e incluyen poblaciones celulares tubulares y que
producen eritropoyetina (EPO), y métodos para aislar y cultivar las mismas, asi como métodos para tratar un sujeto
que necesita con las poblaciones celulares.

Presnell et al. (Tissue Engineering, Parte C, Methods diciembre de 2008; Vol. 17, N.° 3, 2001) describe aislamiento,
caracterizacion y expansion para poblaciones celulares renales primarias definidas de rifiones normales y enfermos
de roedores, caninos y seres humanos.

Kelly et al. (Am. J. Physiol. Renal. Physiol 299; F1026-F1039, 2010) evaluaron el efecto de las células renales,
administradas por via ortotdpica mediante inyeccion intraparenquimatosa a los roedores 4-7 semanas después de que
la CKD se estableciera mediante una reduccion de 5/6 de la masa renal (NX) en dos etapas, con respecto a la
regeneracion de la funcion y la arquitectura del rifidn de acuerdo con lo evaluado por marcadores fisioldgicos, tisulares
y moleculares.

Basu et al. (Cell Transplantation, Vol. 20, pp 1771-1790, 2011) investigan un mecanismo potencial por el que las
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construcciones son adecuadas de aumento de neo-rifidn podrian influir en una patologia al evaluar el efecto de los
medios condicionados en las rutas de sefalizacion de TGF-f relacionadas con la progresion de la CKD asociada a
fibrosis tubulointersticial. Observaron que el medio condicionado atenuaba la transicion epitelial-mesenquimal inducida
por TGF-B (EMT) in vitro en una linea de células tubulares proximales humanas (HK2).

El documento W0O2012/064369 describe formulaciones terapéuticas que contienen células renales bioactivas.

El documento W0O2011/143499 describe mezclas heterogéneas o fracciones de células renales bioactivas (BRC) y
métodos para aislarlas y cultivarlas, asi como métodos para tratar a un sujeto con necesidad de BRC y/o
construcciones que contengan BRC formadas a partir de un armazén sembrado con las BRC como se describe en el
documento WO2011/143499A.

Existe la necesidad de formulaciones terapéuticas que sean adecuadas para la administracion de agentes activos, tal
como por ejemplo, las células bioactivas en aplicaciones de ingenieria tisular y medicina regenerativa, a sujetos con
necesidad.

El rifidn es un 6rgano complejo que realiza muchas funciones para mantener la sangre limpia y quimicamente
equilibrada. Ademas de eliminar residuos, los rifiones liberan tres hormonas importantes:

eritropoyetina, o EPO, que estimula la médula ésea para que produzca renina de los glébulos rojos, que regula la
presidn sanguinea; y

calcitriol, la forma activa de la vitamina D, que ayuda a mantener el calcio de los huesos y el equilibrio quimico
normal del cuerpo.

Para realizar estas funciones, el rifidn comprende numerosos tipos de células diferentes. Sin embargo, no todas las
células renales son necesarias para una respuesta regenerativa y la identificacion de la combinacion de células Utiles
para provocar una respuesta regenerativa ha sido objeto de investigacion. Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad
de métodos que identifiquen una poblacién celular renal heterogénea, es decir, las células bioactivas, que encuentre
uso en las formulaciones terapéuticas que se desvelan en el presente documento.

Sumario de la invenciéon

En el presente documento se desvela una poblacion heterogénea de células renales de mamifero de tejido renal de
mamifero. También se describen métodos para aislamiento y purificacion de la poblacion de células obtenidas a partir
de rifidn de mamifero. una poblacién Unica de células obtenidas a partir de rindn de mamifero se caracteriza por sus
caracteristicas fenotipicas, por ejemplo, fenotipo de biomarcador. El fenotipo de expresion de biomarcador se retiene
después de multiples pases de la poblacion de células obtenidas a partir de rifidon de mamifero en cultivo y es adecuado
para su uso en la preparacion de una terapia regeneradora.

En el presente documento se describe una poblaciéon seleccionada de una poblacién de células renales humanas
caracterizada por biomarcadores especificos y su uso.

La poblaciéon seleccionada de células renales humanas permite el uso de nimeros mas pequefios de células que
proporcionan un estimulo regenerador. Este nimero mas pequefio es ventajoso porque reduce la posibilidad de
sucesos inmunoldgicos adversos asi como la provision de un estimulo regenerador. La poblacién de células renales
seleccionadas no requiere una gran proporcion de células madre para ser eficaz como un estimulo regenerador. La
poblacién de células renales seleccionada se puede recuperar a partir de un rifién enfermo.

En un aspecto, se proporcionan métodos para identificar una poblacion heterogénea de células renales,
comprendiendo dicho método las etapas de:

Aislar células de una muestra de rindn de mamifero;

Exponer dichas células aisladas a restos de deteccion etiquetados, en las que dicho resto de deteccién etiquetado
se refiere a un biomarcador diferente y esta etiquetado con una etiqueta diferente; en las que los biomarcadores
detectados son GGT-1, una citoqueratina, VEGF y KIM-1; y

Determinar el porcentaje de células que expresan cada uno de dichos biomarcadores.

En una realizacion, la poblacion heterogénea de células renales se caracteriza por su expresion fenotipica de
biomarcadores. En ciertas realizaciones, las células renales se identifican con uno o mas reactivos que permiten la
deteccion de biomarcadores sobre/en la poblacion heterogénea de células renales. La deteccion de los biomarcadores
se puede llevar a cabo con cualquier método adecuado, por ejemplo, los basados en microscopia de
inmunofluorescencia, citometria de flujo, citometria de barrido con fibra dptica, o citometria de barrido con laser.

En una realizacion, la poblacion celular una poblacién de células SRC que expresa dos o mas biomarcadores
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presentados en el listado de las Tablas 12.2 y 12.3. En una realizacion, los biomarcadores tienen niveles de expresion
que se proporcionan en la Tabla 12.4. En una realizacion la poblacion de células SRC tiene niveles de expresion para
GGT-1y CK18 superiores a un 18 % y un 80 %, respectivamente.

En el presente documento también se describen formulaciones inyectables, terapéuticas que contienen agentes
activos, por ejemplo, las células bioactivas. En un caso, la formulacion inyectable comprende células bioactivas y un
biomaterial estabilizante celular sensible a la temperatura. En otro caso, el un biomaterial estabilizante celular sensible
a la temperatura mantiene (i) un estado esencialmente sélido a aproximadamente 8 °C o inferior y/o (ii) un estado
esencialmente liquido a temperatura ambiente o superior. En otro caso, las células bioactivas comprenden células
renales, como se describe en el presente documento. En otro caso, las células bioactivas se dispersan esencialmente
de manera uniforme en todo el volumen del biomaterial estabilizante celular. En otros casos, el biomaterial en forma
de un tiene un estado de transicion de solido con respecto a liquido entre aproximadamente 8 °C y aproximadamente
temperatura ambiente o superior. En un caso, el estado esencialmente solido es un estado de gel. En otro caso, €l
biomaterial estabilizante celular comprende un hidrogel. En otro caso, el hidrogel comprende gelatina. En otros casos,
la gelatina esta presente en la formulacién a aproximadamente 0,5 % a aproximadamente un 1 % (p/v). En un caso,
la gelatina esta presente en la formulacién a aproximadamente un 0,75 % (p/v). En otro caso, la formulaciéon ademas
incluye un agente de viabilidad celular. En otro caso, el agente de viabilidad celular comprende un agente seleccionado
entre el grupo que consiste en un antioxidante, un vehiculo de oxigeno, un factor inmunomodulador, un factor de
reclutamiento, un factor de union celular, un agente antiinflamatorio, un inmunosupresor, un factor angiogénico, y un
factor de curacion de heridas. En algunos casos, el agente de viabilidad celular es un antioxidante. En un caso, el
antioxidante es acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico. En otra realizacion, el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico esta presente de aproximadamente 50 uM a aproximadamente 150 uM. En otra
realizacion, el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico esta presente a aproximadamente 100 uM. En
algunos casos, el agente de viabilidad celular es un vehiculo de oxigeno. En una realizacion, el vehiculo de oxigeno
es un perfluorocarbono. En otros casos, el agente de viabilidad celular es un agente inmunomodulador. En una
realizacion, el agente de viabilidad celular es un inmunosupresor.

En el presente documento también se describen formulaciones inyectables, terapéuticas que contienen células renales
bioactivas. En un caso, la formulacién comprende células renales bioactivas, gelatina a aproximadamente un 0,75 %
(p/v), y acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico a aproximadamente 100 uM, en el que la formulacién
tiene (i) un estado esencialmente sélido a aproximadamente 8 °C o inferior, y (ii) un estado esencialmente liquido a
temperatura ambiente o superior. En otro caso, las células renales bioactivas se dispersan esencialmente de manera
uniforme en todo el volumen del biomaterial estabilizante celular. En otro caso, el biomaterial comprende un estado
transicional de sélido con respecto a liquido entre aproximadamente 8 °C y aproximadamente temperatura ambiente.
En otros casos, el estado esencialmente solido es un estado de gel. En algunos casos, la formulacién ademas incluye
un agente de viabilidad celular. Ademas en otro caso, el agente de viabilidad celular comprende un agente
seleccionado entre el grupo que consiste en un antioxidante, un vehiculo de oxigeno, un factor inmunomodulador, un
factor de reclutamiento, un factor de unién celular, un agente antiinflamatorio, un factor angiogénico, y un factor de
curacion de heridas. En un caso, el agente de viabilidad celular es un vehiculo de oxigeno. En otro caso, el vehiculo
de oxigeno es un perfluorocarbono. En otro caso, el agente de viabilidad celular es un agente inmunomodulador. En
otros casos, el agente de viabilidad celular es un inmunosupresor.

La presente divulgacion describe una formulaciéon que ademas incluye perlas biocompatibles. En un caso, las perlas
biocompatibles comprenden un biomaterial. En otro caso, las perlas estan reticuladas. En otro caso, las perlas
reticuladas tienen una susceptibilidad reducida con respecto a la degradacion enzimatica en comparacion con las
perlas biocompatibles no reticuladas. En otros casos, las perlas reticuladas son perlas reticuladas con carbodiimida.
En un caso, la carbodiimida se selecciona entre el grupo que consiste en clorhidrato de 1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil]
carbodiimida (EDC), DCC-N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), y N,N’-Diisopropilcarbodiimida (DIPC). En otro caso,
la carbodiimida es clorhidrato de 1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC). En otro caso, las perlas reticuladas
comprenden un nimero reducido de aminas primarias libres en comparacion con las perlas no reticuladas. En otros
casos, el nimero de aminas primarias libres se puede detectar por via espectrofotométrica a aproximadamente 355
nm. En algunos casos, las perlas se siembran con las células bioactivas. En un caso, las células bioactivas son células
renales. En otro caso, la formulacién ademas comprende perlas biocompatibles adicionales que comprenden un
biomaterial sensible a la temperatura que mantiene (i) un estado esencialmente sélido a temperatura ambiente o
inferior, y (ii) un estado esencialmente liquido a aproximadamente 37 °C o superior. En otro caso, el biomaterial de las
perlas comprende un estado transicional de solido con respecto a liquido entre temperatura ambiente y
aproximadamente 37 °C. En ofras realizaciones, el estado esencialmente sdlido es un estado de gel. En un caso, €l
biomaterial de las perlas comprende un hidrogel. En otro caso, el hidrogel comprende gelatina. En otro caso, las perlas
comprenden gelatina de aproximadamente un 5 % (p/v) a aproximadamente un 10 % (p/v). En algunos casos, las
perlas biocompatibles adicionales son perlas espaciadoras. En otras realizaciones, las perlas espaciadoras no se
siembran con células bioactivas.

En otra situacion, las formulaciones de la presente divulgacion contienen productos secretados con una poblacion de
células renales. En un caso, las formulaciones comprenden productos secretados con una poblacién de células renales
y/o células bioactivas. En otra realizacion, las células bioactivas son células renales. En otro caso, los productos
comprenden uno o mas de factores paracrinos, factores endocrinos, y factores yuxtacrinos. En otro caso, los productos
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comprenden vesiculas. En otros casos, las vesiculas comprenden microvesiculas. En un caso, las vesiculas
comprenden exosomas. En otro caso, las vesiculas comprenden un producto secretado seleccionado entre el grupo
que consiste en factores paracrinos, factores endocrinos, factores yuxtacrinos, y ARN.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un diagrama de flujo del proceso general de fabricacién de NKA que se describe en el presente
documento.

La Figura 2A-D es un diagrama de flujo que proporcionar detalles adicionales del proceso que se representa en
la Figura 1y que se describe en el presente documento.

La Figura 3 es un grafico que ejemplifica las variaciones en la duracion del cultivo y en los rendimientos celulares
de seis pacientes.

La Figura 4 es una fotografia de la formacién de bandas de SRC en un gradiente de densidad de OptiPrep® al
7 %. Se hace referencia al Ejemplo 5.

La Figura 5 es un grafico de barras que representa la expresion de marcadores de células renales en poblaciones
de SRC humanas. Se hace referencia al Ejemplo 12.

La Figura 6 es un grafico de barras que representa la actividad enzimatica de las SRC humanas. Se hace
referencia al Ejemplo 12.

La Figura 7A-D representa una inyeccion de NKA en el rifién: (a) aguja insertada en la corteza del rifidn, (b)
administracion de NKA, (c) multiples puntos de administracion en el rifién, y (d) implante final del NKA (a modo de
ejemplo).

Descripcion detallada de la invenciéon

En el presente documento se desvelan formulaciones terapéuticas para agentes activos, tales como células bioactivas,
asi como métodos para preparar las mismas y métodos para tratar un sujeto con necesidad de las formulaciones. Las
formulaciones de células bioactivas pueden ser adecuadas para mezclas heterogéneas o fracciones de células renales
bioactivas (BRC). Las células renales bioactivas pueden ser células renales aisladas que incluyen células de rifidn
tubulares y que producen eritropoyetina (EPO). Las poblaciones de células BRC pueden incluir poblaciones de células
tubulares enriquecidas y que producen eritropoyetina (EPO). Las BRC se pueden obtener a partir de o son las propias
facciones de células renales de individuos sanos. Ademas, se proporcionan fracciones de células renales obtenidas a
partir de un individuo enfermo que pueden carecer de ciertos componentes celulares pero se comparan to con las
correspondientes fracciones de células renales de un individuo sano, aunque aun retienen propiedades terapéuticas.
La presente divulgacion también proporciona poblaciones celulares terapéuticamente activas que carecen de
componentes celulares en comparacion con un individuo sano, poblaciones celulares que se pueden, en una
realizacion, aislar y expandir a partir de fuentes autdlogas en diversas patologias.

Aunque en el presente documento se describen formulaciones de células bioactivas, la presente divulgacion contempla
formulaciones que contienen otros diversos agentes activos. Otros agentes activos adecuados incluyen, pero no se
limitan a, agregados celulares, biomateriales acelulares, producto secretados de células bioactivas, agentes
terapéuticos de molécula grande y pequefia, asi como combinaciones de los mismos. Por ejemplo, un tipo de células
bioactivas se puede combinar con microvehiculos de base de biomaterial con o sin moléculas terapéuticas u otro tipo
de células bioactivas, las células no unidas se pueden combinar con particulas acelulares.

1. Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que normalmente entiende alguien con una experiencia habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencion. Principles of Tissue Engineering, 32 Ed. (Editado por R Lanza, R Langer, y J Vacanti), 2007
proporciona a alguien con experiencia en la materia una guia general para muchos de los términos usados en la
presente solicitud. Alguien con experiencia en la materia reconocera muchos métodos materiales similares o
equivalentes a los que se describen en el presente documento, que se podrian usar en la practica de la presente
invencion. De hecho, la presente invencion no se limita en modo alguno los métodos y materiales que se describen.

El término "poblacion celular”, como se usa en el presente documento, se refiere a un nimero de células obtenidas
por aislamiento directamente a partir de la fuente tisular adecuada, normalmente de un mamifero. La poblacién celular
aislada se puede cultivar posteriormente in vitro. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran
que diversos métodos para aislamiento y cultivo de poblaciones celulares y varios nimeros de células en una poblacion
celular son adecuados para su uso como se describe en el presente documento. Una poblacion celular puede ser una
poblacién de células heterogéneas, no fraccionadas obtenida a partir de un 6rgano o tejido, por ejemplo, el rifién. Por
ejemplo, una poblacion celular heterogénea se puede aislar a partir de una biopsia del tejido o de un tejido de 6rgano
completo. Como alternativa, la poblacion celular heterogénea se puede obtener a partir de cultivos in vitro de células
de mamifero, establecidos a partir de biopsias de tejido o tejido de 6rgano completo. Una poblacion celular
heterogénea no fraccionada también se puede denominar poblaciéon celular no enriquecida. En un caso, las
poblaciones celulares contienen células bioactivas.
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El término "érgano nativo" hara referencia al 6rgano de un sujeto vivo. El sujeto puede estar sano o enfermo. Un sujeto
enfermo puede tener una enfermedad asociada con ese 6rgano en particular.

El término "rifidn nativo" hara referencia al rifion de un sujeto vivo. El sujeto puede estar sano o enfermo. Un sujeto
enfermo puede tener una enfermedad renal.

El término "efecto regenerador" hara referencia a un efecto que proporciona un beneficio a un érgano nativo, tal como
el rifién. El efecto puede incluir, pero no se limita a, una reduccion del grado de lesién con respecto a un 6rgano nativo
0 una mejora de, restauracion de, o estabilizacion de una funcién de un 6rgano nativo. La lesion renal puede estar en
forma de fibrosis, inflamacion, hipertrofia glomerular, etc., y en relacién con una enfermedad asociada con el 6rgano
nativo en el sujeto.

El término "combinacién", como se usa en el presente documento, se refiere a una combinacién de dos o mas
poblaciones celulares enriquecidas, aisladas obtenidas a partir de una poblacidon de células heterogéneas, no
fraccionadas. De acuerdo con ciertas realizaciones, las poblaciones celulares son poblaciones de células renales.

Una poblacion o preparacion de células "enriquecidas” se refiere a una poblacion de células obtenidas a partir de una
poblacion celular de érgano de partida (por ejemplo, una poblacion de células heterogéneas, no fraccionadas) que
contiene un porcentaje mayor de un tipo de célula especifico que el porcentaje de ese tipo celular en la poblacién de
partida. Por ejemplo, una poblacion de células de rifion de partida se puede enriquecer para una primera, una segunda,
una tercera, una cuarta, una quinta, etc., poblacién celular de interés. Como se usa en el presente documento, los

términos "poblacion celular”, "preparacion celular" y "prototipo celular" se usan indistintamente.

En una situacion, el término poblacién celular "enriquecida”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
poblacion de células obtenidas a partir de una poblacién celular de érgano de partida (por ejemplo, una suspension
celular de una biopsia de rifidn o células de rifidn de mamifero cultivadas) que contiene un porcentaje de células
capaces de producir EPO que es mayor que el porcentaje de células capaces de producir EPO en la poblacion de
partida. Por ejemplo, el término "B4" es una poblacion de células obtenidas a partir de una poblaciéon de células de
rindn de partida que contiene un porcentaje mas elevado de células que producen EPO, las células glomerulares, y
células vasculares en comparacién con la poblacion de partida. Las poblaciones celulares pueden tener
enriquecimiento de uno o mas tipos celulares y agotamiento de uno o mas tipos celulares. Por ejemplo, una poblacion
celular que produce EPO enriquecida puede estar enriquecida con fibroblastos intersticiales y presentar agotamiento
de células tubulares y células epiteliales de conductos de recogida con respecto a los fibroblastos intersticiales y
células tubulares en una poblacién celular no enriquecida, es decir, la poblacién celular de partida a partir de la que
se obtiene la poblacion celular enriquecida. En todos los casos en los que se mencionan poblaciones enriquecidas
con EPO o "B4", las poblaciones celulares enriquecidas son poblaciones de células heterogéneas que contienen
células que producen EPO de una forma regulada por oxigeno, como se demuestra mediante la expresion de EPO
modificable con oxigeno a partir del gen nativo endégeno de EPO.

En ofra situacion, una poblacion de células renales enriquecida, que contiene un porcentaje mas elevado de un tipo
de célula especifica, por ejemplo, las células vasculares, glomerulares, o endocrinas, que el porcentaje de ese tipo de
célula en la poblacion de partida, también puede carecer obtener eficiencia de uno o mas tipos de células especificas,
por ejemplo, las células vasculares, glomerulares, o endocrinas, en comparacién con una poblacion de células de
rifidén de partida obtenidas a partir de un individuo o sujeto sano. Por ejemplo, el término "B4™, o cebado de B4", en
una situacion, es una poblacién de células obtenidas a partir de una poblacién de células de rifién de partida que
carece 0 que tiene deficiencia de uno o mas tipos celulares, por ejemplo, vasculares, glomerulares o endocrinas,
dependiendo de la patologia de la muestra de ensayo de partida, en comparacion con un individuo sano. En un caso,
la poblaciéon de células B4’ se obtiene a partir de un sujeto que tiene enfermedad renal crénica. En un ejemplo, la
poblacion de células B4’ se obtiene a partir de objeto que tiene glomeruloesclerosis segmentaria focal (FSGS). En otro
caso, la poblaciéon de células B4’ se obtiene a partir de un sujeto que tiene glomerulonefritis autoinmune. En otra
situacion, B4’ es una poblacion de células obtenidas a partir de una poblacién celular de partida que incluye todos los
tipos de células, por ejemplo, las células vasculares, glomerulares, o endocrinas, que posteriormente presenta
agotamiento o deficiencia de uno o mas tipos de células, por ejemplo, las células vasculares, glomerulares, o
endocrinas. Ademas en otra situacion, B4’ es una poblacién de células obtenidas a partir de una poblacién celular de
partida que incluye todos los tipos de células, por ejemplo, las células vasculares, glomerulares, o endocrinas, en la
que uno o mas tipos de células especificas por ejemplo, las células vasculares, glomerulares, o endocrinas,
posteriormente se enriquece. Por ejemplo, en un caso, una poblacién de células B4’ puede presentar enriquecimiento
de células vasculares el agotamiento de células glomerulares y/o endocrinas. En otro caso, una poblacion de células
B4’ puede presentar enriquecimiento de células glomerulares pero agotamiento de células vasculares y/o endocrinas.
En otro caso, una poblacion de células B4’ puede presentar enriquecimiento de células endocrinas pero agotamiento
de células vasculares y/o glomerulares. En otro caso, una poblacion de células B4’ puede presentar enriquecimiento
de células vasculares y endocrinas pero agotamiento de células glomerulares. En casos preferentes, la poblacién de
células B4’, sola o combinada con otra poblacién de células enriquecidas, por ejemplo, B2 y/o B3, retiene propiedades
terapéuticas. Una poblacion de células B4’, por ejemplo, es la que se describe en el presente documento en los
Ejemplos, por ejemplo, los Ejemplos 11-13.
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En otra situacién, una poblacion de células enriquecidas también puede hacer referencia a una poblaciéon de células
obtenidas a partir de una poblacién de células de rifidén de partida como se ha discutido anteriormente que contiene
un porcentaje de células que expresan uno o mas marcadores vasculares, glomerulares y del tubulo proximal con
algunas células que producen EPO que es mayor que el porcentaje de células que expresan uno o mas marcadores
vasculares, glomerulares y del tubulo proximal con algunas células que producen EPO en la poblacién de partida. Por
ejemplo, el término "B3" se refiere a una poblacion de células obtenidas a partir de una poblacion de células de rifidn
de partida que contiene un porcentaje mas elevado de células del tubulo proximal asi como células vasculares y
glomerulares en comparacion con la poblacion de partida. En un caso, la poblacién de células B3 contiene un
porcentaje mas elevado de células del tubulo proximal en comparacion con la poblacion de partida pero un porcentaje
menor de células del tubulo proximal en comparacién con la poblacién de células B2. En otro caso, la poblacién de
células B3 contiene un porcentaje mas elevado de marcado desde células vasculares y glomerulares con algunas
células que producen EPO en comparacion con la poblacion de partida pero un porcentaje menor de marcado desde
células vasculares y glomerulares con algunas células que producen EPO en comparacion con la poblacién de células
B4.

En otra situacién, una poblacién de células enriquecidas también puede hacer referencia a una poblacién de células
obtenidas a partir de una poblacién de células de rifidén de partida como se ha discutido anteriormente que contiene
un porcentaje de células que expresan uno o mas marcadores de células tubulares que es mayor que el porcentaje
de células que expresan uno o mas marcadores de células tubulares en la poblacion de partida. Por ejemplo, el término
"B2" se refiere a una poblacion de células obtenidas a partir de una poblacién de células de rifién de partida que
contiene un porcentaje mas elevado de células tubulares en comparacion con la poblacion de partida. Ademas, una
poblacién celular enriquecida con células que expresan uno o mas marcadores de células tubulares (o "B2") puede
contener algunas células epiteliales del sistema de conductos de recogida. Aunque la poblacion celular enriquecida
con células que expresan uno o mas marcadores de células tubulares (o "B2") presenta un agotamiento relativo de
células que producen EPO, las células glomerulares, y células vasculares, la poblacion enriquecida puede contener
un porcentaje mas pequefio de estas células (que producen EPO, glomerulares, y vasculares) en comparacion con la
poblaciéon de partida. En general, una poblacion celular heterogénea presenta agotamiento de uno o mas tipos de
células de modo que en la poblacién celular agotada presenta una proporcion menor del tipo o tipos de células con
respecto a la proporcion del tipo o tipos de células contenidas en la poblacion celular heterogénea antes del
agotamiento. Los tipos celulares pueden estar agotados son cualquier tipo de célula renal. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, los tipos celulares que pueden estar agotados incluyen células con granularidad grande del sistema de
conductos de recogida y tubular que tienen una densidad < aproximadamente 1,045 g/ml, denominadas "B1". En otras
ciertas realizaciones, los tipos de células que pueden presentar agotamiento incluyen células de residuos y pequefias
de baja granularidad y viabilidad que tienen una densidad > aproximadamente 1,095 g/ml, denominadas "B5". En
algunas realizaciones, la poblacion de células enriquecidas con células tubulares presenta un acortamiento relativo de
las siguientes células: células "B1", "B5", las células que expresan EPO que se pueden modificar con oxigeno, las
células glomerulares, y células vasculares.

El término condiciones de cultivo "hipdxicas", como se usa en el presente documento, se refiere a condiciones de
cultivo en las que las células se someten a una reduccion de los niveles de oxigeno disponibles en el sistema de cultivo
con respecto a las condiciones de cultivo convencionales en las que las células se cultivan en niveles de oxigeno
atmosférico (aproximadamente un 21 %). En el presente documento las condiciones no hipéxicas se denominan
condiciones normales o normoxicas.

El término "que se puede modificar con oxigeno", como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad
de las células para modular la expresion genética (hacia arriba o hacia abajo) basandose en la cantidad de oxigeno
disponible para las células. "Inducible por hipoxia" se refiere a la regulacion positiva de la expresion genética como
respuesta a una reduccion de la tension de oxigeno (independientemente de tension de oxigeno de induccién previa
o de partida).

El término "biomaterial", como se usa en el presente documento, se refiere a un material biocompatible natural o
sintético que es adecuado para su introduccion en tejidos vivos. Un biomaterial natural es un material que se forma o
que se origina en un sistema vivo. Los biomateriales sintéticos son materiales que no se forman ni se originan en un
sistema vivo. Los biomateriales que se desvelan en el presente documento pueden ser una combinacion de materiales
biocompatibles naturales y sintéticos. Como se usa en el presente documento, los biomateriales incluyen, por ejemplo,
matrices y armazones poliméricos. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran que el
biomaterial o biomateriales se pueden configurar en varias formas, por ejemplo, como espuma porosa, geles, liquidos,
perlas, solidos, y pueden ser uno o mas materiales biocompatibles naturales o sintéticos. En un caso, el biomaterial
es la forma liquida de una solucién que es capaz de convertirse en un hidrogel.

El término "liberacién modificada" o los términos equivalentes "liberacion controlada", "liberacién retardada", o
"liberacioén lenta" se refieren a formulaciones que liberan un agente activo, como células bioactivas, a lo largo del
tiempo o en mas de un punto en el tiempo después de su administraciéon a un individuo. La liberacién modificada de
un agente activo, que puede ocurrir en un intervalo de tiempos deseados, por ejemplo, minutos, horas, dias, semanas,
o mas, dependiendo de la formulacién, contrasta con las formulaciones convencionales en las que esencialmente la
unidad de dosificacién completa esta disponible inmediatamente después de la administracion. Para aplicaciones de
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ingenieria tisular y medicina regenerativa, las formulaciones preferentes de liberacién modificada pueden la liberacion
de un agente activo en multiples puntos de tiempo después de la administracion local (por ejemplo, administracion de
un agente activo directamente hasta un 6rgano solido). Por ejemplo, una formulaciéon de liberacién modificada de
células bioactivas podria proporcionar una liberacién inicial de células inmediatamente en el momento de la
administracion y una segunda liberacion posterior de células en un momento posterior. El tiempo de retraso para la
segunda liberacion de un agente activo puede ser minutos, horas, o dias después de la administracion inicial. En
general, el periodo de tiempo para el retraso de la liberacion corresponde al periodo de tiempo que tarda un vehiculo
de biomaterial del agente activo en perder su integridad estructural. La liberacion retrasada de un agente activo
comienza cuando dicha integridad comienza a degradarse y se completa cuando la integridad falla por completo. Las
personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros mecanismos adecuados de liberacion.

El término "anemia", como se usa en el presente documento, se refiere a un déficit en el nimero de gldbulos rojos y/o
niveles de hemoglobina debido a la produccion inadecuada de la proteina EPO funcional por las células que producen
EPO de un sujeto, y/o liberacion inadecuada de la proteina EPO en la circulacion sistémica, y/o la incapacidad de los
eritroblastos en la médula 6sea para responder a la proteina EPO. Un sujeto con anemia es incapaz de mantener la
homeostasis eritroide. En general, la anemia se puede producir con una disminucion o pérdida de la funcion renal (por
ejemplo, insuficiencia renal cronica), anemia asociada con deficiencia relativa de EPO, anemia asociada con
insuficiencia cardiaca congestiva, anemia asociada con terapia supresora mieloide como quimioterapia o terapia
antiviral (por ejemplo, AZT), anemia asociada con canceres no mieloides, anemia asociada con infecciones virales
como el VIH y anemia de enfermedades cronicas tales como enfermedades autoinmunes (por ejemplo, artritis
reumatoide), enfermedad hepatica e insuficiencia sistémica multiorganica.

El término "deficiencia de EPO" se refiere a cualquier afeccion o trastorno que se puede tratar con un agonista de
receptores de eritropoyetina (por ejemplo, analogos de EPO recombinante o EPO), incluyendo la anemia.

El término "enfermedad relacionada con los 6rganos”, como se usa en el presente documento, se refiere a trastornos
asociados con cualquier etapa o grado de insuficiencia organica aguda o crénica que da como resultado una pérdida
de la capacidad del érgano para realizar su funcion.

El término "enfermedad renal”, como se usa en el presente documento, se refiere a trastornos asociados con cualquier
etapa o grado de insuficiencia renal aguda o crénica que da como resultado una pérdida de la capacidad del rifidn
para realizar la funcion de filtracién de sangre y eliminacion de exceso de liquido, electrolitos y desechos de la sangre.
La enfermedad renal también incluye disfunciones endocrinas tales como anemia (deficiencia de eritropoyetina) y
desequilibrio mineral (deficiencia de vitamina D). La enfermedad renal se puede originar en el rifidn o puede ser
secundaria a varias afecciones, que incluyen (pero no se limitan a) insuficiencia cardiaca, hipertension, diabetes,
enfermedad autoinmune o enfermedad hepatica. La enfermedad renal puede ser una afeccién de insuficiencia renal
cronica que se desarrolla después de una lesidon aguda en el rifidn. Por ejemplo, la lesion del rifidn por isquemia y/o
exposicién a sustancias toxicas puede causar insuficiencia renal aguda; la recuperacion incompleta después de una
lesién renal aguda puede conducir al desarrollo de insuficiencia renal cronica.

El término "tratamiento” se refiere tanto a un tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas para
la enfermedad renal, anemia, deficiencia de EPO, deficiencia de transporte tubular, o deficiencia de filtracion
glomerular en las que el objeto es revertir, prevenir o ralentizar (disminuir) el trastorno diana. Los individuos que
necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen una enfermedad renal, anemia, deficiencia de EPO, deficiencia
de transporte tubular, o deficiencia de filtracion glomerular, asi como aquellos propensos a tener una enfermedad
renal, anemia, deficiencia de EPO, deficiencia de transporte tubular, o deficiencia de filtracion glomerular o aquellos
en los que se debe prevenir la enfermedad renal, anemia, deficiencia de EPO, deficiencia de transporte tubular, o
deficiencia de filtracién glomerular. El término "tratamiento” como se usa en el presente documento incluye la
estabilizacion y/o la mejora de la funcién renal.

El término "contacto in vivo", como se usa en el presente documento, se refiere a un contacto directo in vivo entre
productos secretados por una poblacion de células enriquecidas y un érgano nativo. Por ejemplo, los productos
secretados por una poblacion de células renales enriquecidas (o una combinacion o constructo que contiene células
renales/fracciones de células renales) pueden entrar en contacto in vivo con un rifidn nativo. El contacto directo in vivo
puede ser de naturaleza paracrina, endocrina, o yuxtacrina. Los productos secretados pueden ser una poblacion
heterogénea de diferentes productos que se describen en el presente documento.

El término "acido ribonucleico" o "ARN", como se usa en el presente documento, se refiere a una cadena de unidades
de nucleétidos en la que cada unidad esta formada por una base nitrogenada, un azucar ribosa y un fosfato. EI ARN
puede estar en forma monocatenaria o bicatenaria. EIl ARN puede ser parte, estar dentro de, o asociado con una
vesicula. La vesicula puede ser un exosoma. EI ARN incluye, pero no se limita a, ARNm, ARNr, ARN pequefio, ARNsn,
ARNsno, microARN (miARN), ARN de interferencia pequefio (ARNsi) y ARN no codificante. EI ARN es
preferentemente ARN humano.

El término "constructo" se refiere a una o mas poblaciones celulares depositadas sobre o en una superficie de un
armazoén o matriz formada por uno 0 mas materiales biocompatibles sintéticos o naturales. La una o mas poblaciones
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celulares se pueden revestir, depositar, gustar, unir, sembrado atrapar en un biomaterial formado por uno o mas
biomateriales, polimeros, proteinas o péptidos biocompatibles sintéticos o naturales. La una o mas poblaciones
celulares se pueden combinar con un biomaterial o0 armazén o matriz in vitro o in vivo. En general, el uno o mas
materiales biocompatibles usados para formar el armazon/ biomaterial se seleccionan para dirigir, facilitar o permitir la
formacion de una organizacion multicelular, tridimensional, de al menos uno de las poblaciones celulares depositadas
sobre el mismo. El uno o mas biomateriales usados para generar el constructo también se pueden seleccionar para
dirigir, facilitar, permitir la dispersion y/o la integracion del constructo o los componentes celulares del constructo con
el tejido del hospedador enddgeno, o para dirigir, facilitar o permitir supervivencia, injerto, tolerancia, o rendimiento
funcional del constructo o componentes celulares del constructo.

El término "marcador" o "biomarcador" se refiere generalmente a un ADN, ARN, proteina, carbohidrato, marcador
molecular a base de glicolipidos, cuya expresion o presencia en una poblacion celular cultivada se puede detectar
mediante métodos convencionales (o métodos que se desvelan en el presente documento) y es coherente con uno o
mas células en la poblacién celular cultivada que es un tipo particular de célula. Dichos biomarcadores incluyen, pero
no se limitan a, los genes que se presentan en las Tablas X e Y. El marcador puede ser un polipéptido expresado por
la célula o una ubicacion fisica identificable en un cromosoma, como un gen, un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion o un acido nucleico que codifica un polipéptido (por ejemplo, un ARNm) expresado por la
célula nativa. El marcador puede ser una region expresada de un gen denominado "marcador de expresion génica", o
algun segmento de ADN que no tenga una funcién de codificacion conocida. Los biomarcadores pueden ser productos
obtenidos a partir de células, por ejemplo, secretados.

Los términos "firma de biomarcador"”, "firma", "firma de expresién de biomarcador" o "firma de expresién" se usan
indistintamente en el presente documento y se refieren a una o una combinacion de biomarcadores cuya expresion es
un indicador del tipo o tipos de células, por ejemplo, epiteliales, tubulares, etc., que comprenden una poblacion celular,
por ejemplo, las células renales bioactivas. La firma del biomarcador puede servir como un indicador de la idoneidad
de la poblacion celular para su uso en los métodos y productos establecidos en este documento. En algunos casos,
la firma del biomarcador es una "firma genética". El término "firma genética" se usa indistintamente con "firma de
expresion génica" y se refiere a una combinacion de polinucleétidos cuya expresion es un indicador del tipo de célula,
por ejemplo, epitelial, tubular, etc. En algunas realizaciones, la firma del biomarcador es una "firma proteica". El término
"firma de proteina" se usa indistintamente con "firma de expresion de proteina" y se refiere a una combinacion de
polipéptidos cuya expresion es un indicador del tipo de célula, por ejemplo, epitelial, tubular, etc.

Los términos "nivel de expresion” o "nivel expresivo" se usan indistintamente y generalmente se refieren a la cantidad
de un polinucleodtido o un producto de aminoacido o proteina en una muestra biolégica, o el porcentaje de células que
expresan el polinucleétido o un producto de aminoacido o proteina. "Expresar" o "Expresion" y sus variantes
gramaticales se refieren a la presencia de un polinucleétido o un producto o proteina de aminoacidos en una cantidad
detectable en una muestra biolégica. Por ejemplo, se puede decir que una proteina que es detectable (por encima de
los valores de fondo o de control) expresa la proteina. De forma analoga si una parte de células en una muestra
expresa la proteina, se puede decir que la muestra expresa la proteina. Como alternativa, se puede decir que la
muestra tiene un nivel de expresion relacionado con el porcentaje de células que expresan la proteina, por ejemplo, si
un 60 % de las células en una muestra expresan la proteina, entonces el nivel de expresion es de un 60 %.

Los términos "gen expresado diferencialmente”, "expresion génica diferencia" y sus sinénimos, que se usan
indistintamente, se refieren a un gen cuya expresion se activa a un nivel superior o inferior en una primera célula o
poblacién celular, en relacién con su expresion en una segunda célula o poblacién celular. Los términos también
incluyen genes cuya expresion se activa a un nivel superior o inferior en diferentes etapas a lo largo del tiempo durante
el pase de la primera o segunda célula en cultivo. También se entiende que un gen expresado diferencialmente puede
activarse o inhibirse a nivel de acido nucleico o de proteina, o puede estar sujeto a un corto y empalme alternativo
para dar como resultado un producto polipeptidico diferente. Las diferencias de ese tipo se pueden poner en evidencia
mediante un cambio en los niveles de ARNm, expresién superficial, secrecién u otro reparto de un polipéptido, por
ejemplo. La expresion génica diferencial puede incluir una comparacion de la expresion entre dos o mas genes o sus
productos génicos, o una comparacion de las proporciones de la expresion entre dos 0 mas genes o sus productos
génicos, o incluso una comparacion de dos productos procesados de manera diferente del mismo gen, que difieren
entre la primera célula y la segunda célula. La expresion diferencial incluye diferencias cuantitativas, asi como
cualitativas, en el patron de expresion temporal o celular en un gen o sus productos de expresion entre, por ejemplo,
la primera célula y la segunda célula. Para los fines de la presente divulgacion, se considera que la "expresion génica
diferencial" esta presente cuando hay una diferencia entre la expresion de un gen dado en la primera célula y la
segunda célula. La expresion diferencial de un marcador puede ser en células de un paciente antes de la
administracion de una poblacién, combinacién, o constructo celular (la primera célula) en relacién con la expresion en
células del paciente después de la administracion (la segunda célula).

Los términos "inhibir", "regular de forma negativa", "subexpresar" y "reducir" se usan indistintamente y hacen referencia
a que la expresion de un gen, nivel de moléculas de ARN o moléculas de ARN equivalentes que codifican una o mas
proteinas o subunidades proteicas, o la actividad de una o mas proteinas o subunidades proteicas, se reducen en
relacion con uno o mas controles, tales como, por ejemplo, uno o mas controles positivos y/o negativos. La
subexpresion puede ser en células de un paciente antes de la administracion de una poblacién, combinaciéon o
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construcciones celulares con respecto a las células del paciente después de la administracion.

El término "regulacion positiva" o "sobreexpresion" se usa para hacer referencia a que la expresion de un gen, un nivel
de moléculas de ARN o moléculas de ARN equivalentes que codifican una o mas proteinas o subunidades de
proteinas, o la actividad de una o mas proteinas o subunidades proteicas estan elevadas en relaciéon con uno o mas
controles, como, por ejemplo, uno o mas controles positivos y/o negativos. La sobreexpresion puede ser en células de
un paciente después de la administracién de una poblacion, combinacién o constructo celular en relacion con las
células del paciente antes de la administracion.

El término "sujeto" hara referencia a cualquier sujeto humano individual, incluyendo un paciente, elegible para
tratamiento, que experimente o haya experimentado uno o mas signos, sintomas u otros indicadores de una
enfermedad relacionada con los érganos, tal como enfermedad renal, anemia, o deficiencia de EPO. Dichos sujetos
incluyen, pero no se limitan a, sujetos que han sido diagnosticados recientemente o previamente diagnosticados y
ahora experimentan una recurrencia o recaida, o estan en riesgo de una enfermedad renal, anemia, o deficiencia de
EPO, sin importar la causa. El sujeto puede haber sido tratado previamente para una enfermedad renal, anemia, o
deficiencia de EPO, o pueden haber sido tratado.

El término "paciente" se refiere a cualquier animal individual, mas preferentemente un mamifero (incluyendo animales
no humanos tales como, por ejemplo, perros, gatos, caballos, conejos, animales de zooldgico, vacas, cerdos, ovejas
y primates no humanos) para los que se desea tratamiento. Mas preferentemente, en el presente documento el
paciente es un ser humano.

El término "muestra" o "muestra de paciente" o "muestra biolégica" generalmente a la referencia a cualquier muestra
bioldgica obtenida a partir de un sujeto o paciente, fluido corporal, tejido corporal, linea celular, cultivo de tejido u otra
fuente. El término incluye biopsias de tejido como, por ejemplo, biopsias renales. El término incluye células cultivadas
tales como, por ejemplo, las células de rifidn de mamifero cultivadas. Los métodos para obtener biopsias de tejidos y
células cultivadas de mamiferos se conocen bien en la técnica. Si el término "muestra" se usa solo, hara referencia a
que la "muestra" es una "muestra bioldgica" o "muestra del paciente", es decir, los términos se usan indistintamente.

El término "muestra de ensayo" se refiere a una muestra de un sujeto que ha sido tratado con un método que se
desvela en el presente documento. La muestra de ensayo se puede originar a partir de varias fuentes en el sujeto
mamifero, que incluyen, pero no se limitan a, sangre, semen, suero, orina, médula ésea, mucosa, tejido, etc.

El término "control" o "muestra de control" se refiere a un control negativo o positivo en el que se espera que un
resultado negativo o positivo ayude a correlacionar un resultado en la muestra de ensayo. Los controles que son
adecuados incluyen, pero no se limita, una muestra que se sabe que exhibe indicadores caracteristicos de la
homeostasis eritroide normal, una muestra que se sabe que exhibe indicadores caracteristicos de anemia, una
muestra obtenida de un sujeto que se sabe que no es anémico, y una muestra obtenida de un sujeto se sabe que es
anémico. Los controles adicionales adecuados para su uso en los métodos proporcionados en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, muestras obtenidas a partir de sujetos que han sido tratados con agentes farmacoldgicos
conocidos por modular la eritropoyesis (por ejemplo, analogos de EPO o EPO recombinante). Ademas, el control
puede ser una muestra obtenida a partir de un sujeto antes de ser tratado con un método descrito en el presente
documento. Un control adecuado adicional puede ser una muestra de ensayo obtenida a partir de un sujeto que se
sabe que tiene cualquier tipo o etapa de enfermedad renal, y una muestra de un sujeto que se sabe que no tiene
ningun tipo o etapa de enfermedad renal. Un control puede ser un control emparejado sano normal. Los expertos en
la materia observaran otros controles adecuados para su uso en el presente documento.

"Prondstico de regeneracion”, "prondstico regenerativo”, o "prondstico para regeneracion" generalmente se refiere a
un pronostico o prediccion del curso regenerativo probable o resultado de la administracion o implantacion de una
poblacién, combinaciéon o constructo celular que se describe en el presente documento. Para un prondstico de
regeneracion, el prondstico o prediccion se pueden informar mediante uno o mas de los siguientes: mejora de un
organo funcional (por ejemplo, el rifion) después de la implantacién o administracion, desarrollo de un rifion funcional
después de la implantacion o administracion, desarrollo de mejoria o capacidad de la funcién renal después de la
implantacion o administracion, y expresion de ciertos marcadores por el rifidn nativo después de la implantacion o
administracion

"Organo regenerado” se refiere a un érgano nativo después de la implantacién o administracién de una poblacion,
combinacion, o constructo celular como se describe en el presente documento. El érgano regenerado se caracteriza
por varios indicadores que incluyen, pero no se limitan a, desarrollo de la funciéon o capacidad en el 6rgano nativo,
mejora de la funcién o la capacidad en el érgano nativo, y la expresion de ciertos marcadores en el érgano nativo. Las
personas con una experiencia habitual en la materia observaran que otros indicadores pueden ser adecuados para
caracterizar un érgano regenerado.

"Rifion regenerado” se refiere a un rifidén nativo después de la implantacion o administracion de una poblacién,
combinacion, o constructo celular como se describe en el presente documento. El rifién regenerado se caracteriza por
varios indicadores que incluyen, pero no se limitan a, desarrollo de la funcién o capacidad en el rifidn nativo, mejora
de la funcién o la capacidad en el rifidn nativo, y la expresién de ciertos marcadores en el rifién nativo. Las personas
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con una experiencia habitual en la materia observaran que otros indicadores pueden ser adecuados para caracterizar
un rifidn regenerado.

El término "agregado celular" o "esferoide" se refiere a un agregado o conjunto de células cultivados para permitir el
crecimiento 3D a diferencia del crecimiento como una monocapa. Se observa que el término "esferoide" no implica
que el agregado sea una esfera geométrica. El agregado puede estar altamente organizado con una morfologia bien
definida o puede ser una masa no organizada; puede incluir un solo tipo de célula o mas de un tipo de células. Las
células pueden ser aisladas primarias, o una linea de células permanentes, o una combinacién de las dos. En esta
definicion se incluyen cultivos organoides y organotipicos.

El término "temperatura ambiente" se refiere a la temperatura a la que las formulaciones de la presente divulgacion se
administraran a un sujeto. En general, la temperatura ambiente es la temperatura de un entorno de temperatura
controlada. La temperatura ambiente varia de aproximadamente 18 °C a aproximadamente 30 °C. En una realizacion,
la temperatura ambiente es aproximadamente 18°C, aproximadamente 19 °C, aproximadamente 20 °C,
aproximadamente 21°C, aproximadamente 22°C, aproximadamente 23°C, aproximadamente 24 °C,
aproximadamente 25°C, aproximadamente 26°C, aproximadamente 27 °C, aproximadamente 28 °C,
aproximadamente 29 °C, o aproximadamente 30 °C.

El término "etiqueta" cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o composicidn que se conjuga
o fusiona directamente o indirectamente a un reactivo tal como una sonda de acido nucleico o un anticuerpo y facilita
la deteccion del reactivo para que esté conjugado o fusionado. La propia etiqueta puede ser detectable (por ejemplo,
etiquetas de radioisétopos o etiquetas fluorescentes) o, en el caso de una etiqueta enzimatica, puede catalizar la
alteracion quimica de un compuesto de sustrato o composicion que es detectable. El término pretende incluir el
etiqguetado directo de una sonda o anticuerpo mediante el acoplamiento (es decir, unioén fisica) una sustancia
detectable a la sonda o anticuerpo, asi como el etiquetado indirecto de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro
reactivo que esta directamente etiquetado. Los ejemplos de etiquetado indirecto incluyen la deteccion de un anticuerpo
primario mediante un anticuerpo secundario etiquetado con fluorescencia y el etiquetado final de una sonda de ADN
con biotina de modo que pueda detectarse con estreptavidina etiquetada con fluorescencia.

El término "deteccion" incluye cualquier medio de deteccion, incluyendo la deteccion directa e indirecta.

Un "kit" es cualquier fabricacion (por ejemplo, un paquete o contenedor) que comprende al menos un reactivo, por
ejemplo, un medicamento para el tratamiento de una enfermedad renal, o una sonda para detectar especificamente
un gen o proteina biomarcador como se desvela en el presente documento. La fabricacion se promueve, distribuye o
comercializa como unidad para llevar a cabo los métodos que se desvelan en el presente documento.

2. Poblaciones celulares

Las formulaciones de la presente divulgacion pueden contener poblaciones heterogéneas, aisladas de células renales,
y combinacion es de las mismas, enriquecidas con componentes bioactivos especificos o tipos celulares y/o con
agotamiento de componentes especificos inactivos o no deseados o tipos de células para uso en el tratamiento de
enfermedades renales, es decir, que proporcionan estabilizacion y/o mejora y/o regeneracion de la funcioén renal, que
se han descrito anteriormente en Presnell et al., documento U.S. 2011-0117162 e llagan et al. PCT/US2011/036347.
Las formulaciones pueden contener fracciones de células renales aisladas que carecen de componentes celulares en
comparacion con un individuo sano que todavia retienen propiedades terapéuticas, es decir, proporcionan
estabilizacion y/o mejora y/o regeneracion de la funcién renal. Las poblaciones celulares, fracciones celulares, y/o
combinaciones de células que se describen en el presente documento se pueden obtener a partir de individuos sanos,
y vivos con una enfermedad renal, o sujetos como se describe en el presente documento.

La presente divulgacion describe formulaciones que son adecuadas para su uso con varias poblaciones de células
bioactivas que incluyen, pero no se limitan a, poblacién o poblaciones de células aisladas, fracciéon o fracciones
celulares, combinacién o combinaciones, poblaciéon o poblaciones de células enriquecidas, agregado o agregados
celulares, y cualquier combinacion de los mismos. En una realizacion, las poblaciones de células bioactivas son células
renales bioactivas.

Poblaciones celulares bioactivas

La presente divulgacion describe formulaciones terapéuticas adecuadas para poblaciones de células bioactivas que
se van a administrar a organos o tejidos diana en un sujeto con necesidad. Una poblacion celular bioactiva
generalmente se refiere a una poblacion celular que tiene potencialmente propia les terapéuticas después de su
administracion a un sujeto. Por ejemplo, después de su administracion a un sujeto con necesidad, una poblacién de
células renales bioactivas puede proporcionar estabilizacion y/o mejora y/o regeneracion de la funcion renal en el
sujeto. Las propias terapéuticas pueden incluir un efecto regenerador.

Las poblaciones de células bioactivas incluyen, pero no se limitan a, las células madre (por ejemplo, pluripotentes,

multipotentes, oligopotentes, unipotentes) tales como células madre embrionarias, las células madre amnidticas, las
células madre adultas (por ejemplo, hematopoyéticas, mamarias, intestinales, mesenquimales, placentarias, pulmon,
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médula ésea, sangre, corddn umbilical, endotelial, pulpa dental, adiposo, neural, olfatorio, cresta neural, testicular),
las células madre pluripotentes inducidas; células modificadas genéticamente; asi como poblaciones celulares o
explantes de tejidos obtenidos a partir de cualquier fuente del cuerpo. Las formulaciones que se describen en el
presente documento también se pueden usar con poblaciones celulares obtenidas a partir de tejido adiposo renal
como se describe en Basu ef al., documento PCT/US11/39859 presentado el 9 de junio de 2011; y con las células de
musculo liso obtenidas a partir de tejido adiposo. Y es a partir de sangre periférica que se describen en Ludlow et al.,
documento U.S. 2010-0131075 y Ludlow et al., documento PCT/US11/35058 presentado el 3 de mayo de 2011; o
células de musculo urotelial o liso obtenidas a partir de la vejiga como se describe en el documento de Patente de
Estados Unidos N.° U.S. 6.576,019 de Atala. Las poblaciones de células bioactivas pueden ser de naturaleza aislada,
enriquecida, purificada, homogénea o heterogénea. Las personas con una experiencia habitual en la materia
observaran otras poblaciones de células bioactivas que son adecuadas para su uso en las formulaciones de la
presente divulgacion.

En un caso, la fuente de células es la misma que el 6rgano o tejido diana deseado. Por ejemplo, las células renales
pueden provenir del rifidn para su uso en una formulacién que se va a administrar al rifién. En otro caso, la fuente de
las células no es la misma que el érgano o tejido diana previsto. Por ejemplo, las células que expresan eritropoyetina
pueden provenir del adiposo renal para su uso en una formulacién para su administracion al rifiéon.

La presente divulgacion describe formulaciones que contienen ciertas subfracciones de una poblacion heterogénea
de células renales, con enriquecimiento de componentes bioactivos y agotamiento de componentes inactivos o no
deseados que proporcionan resultados terapéuticos y regeneradores superiores que la poblacion de partida. Por
ejemplo, las células renales bioactivas que se describen en el presente documento, por ejemplo, B2, B4, y B3, que
presentan agotamiento de componentes inactivos o no deseados, por ejemplo, B1 y B5, solas o combinadas, pueden
ser parte de una formulaciéon que se va a usar para la estabilizaciéon y/o mejora y/o regeneracion de la funcién renal.

En otra situacion, las formulaciones contienen una subfraccion especifica, B4, con agotamiento o con deficiencia de
uno o mas tipos de células, por ejemplo, vasculares, endocrinas, endoteliales, es decir, B4’, que retienen propiedades
terapéuticas, por ejemplo, estabilizacion y/o mejora y/o regeneracion de la funcién renal, solas o cuando se mezclan
con otras subfracciones bioactivas, por ejemplo, B2 y/o B3. En un caso preferente, la poblacion de células bioactivas
es B2. En ciertos casos, la poblacién de células B2 se combina con B4 o B4'. En otros casos, la poblacién de células
B2 se combina con B3. En otros casos, la poblacién de células B2 se combina tanto con B3 como con B4, o
componentes celulares especificos de B3 y/o B4.

La poblacion de células B2 se caracteriza por la expresion de un marcador de células tubulares seleccionado entre el
grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: megalina, cubilina, acido hialurénico sintasa 2 (HAS2), vitamina
D3 25-Hidroxilasa (CYP2D25), N-cadherina (Ncad), E-cadherina (Ecad), Acuaporina-1 (Agp1), Acuaporina-2 (Aqp2),
RAB17, miembro de la familia de oncogenes RAS (Rab17), proteina 3 de union a GATA (Gata3), regulador 4 de
transporte ionico que contiene el dominio FXYD (Fxyd4), familia 9 de vehiculo de soluto (intercambiador de
sodio/hidrégeno), miembro 4 (SIc9a4), familia de la aldehido deshidrogenasa 3, miembro B1 (Aldh3b1), familia de la
aldehido deshidrogenasa 1, miembro A3 (Aldhla3), y Calpaina-8 (Capn8), y el marcador de conductos de recogida
Acuaporina-4 (Agp4). B2 es mas grande y mas granulado que B3 y/o B4 y, por lo tanto, tiene una densidad de flotacion
entre aproximadamente 1,045 g/ml y aproximadamente 1,063 g/ml (roedor), entre aproximadamente 1,045 g/ml y
1,052 g/ml (ser humano), y entre aproximadamente 1,045 g/ml y aproximadamente 1,058 g/ml (canino).

La poblacion de células B3 se caracteriza por la expresion de marcadores vasculares, glomerulares y del tabulo
proximal con algunas células que producen EPO, siendo de un tamafo y granularidad intermedios en comparacion
con B2 y B4, y, por lo tanto, tiene una densidad de flotacién entre aproximadamente 1,063 g/ml y aproximadamente
1,073 g/ml (roedor), entre aproximadamente 1,052 g/ml y aproximadamente 1,063 g/ml (ser humano), y entre
aproximadamente 1,058 g/ml y aproximadamente 1,063 g/ml (canino). B3 se caracteriza por la expresion de
marcadores seleccionados entre el grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: acuaporina 7 (Aqp7), regulador
2 de transporte iénico que contiene dominio FXYD (Fxyd2), familia 17 de vehiculo de soluto (fosfato de sodio), miembro
3 (slc17a3), familia 3 de vehiculo de soluto, miembro 1 (Slc3a1), claudina 2 (Cldn2), peptidasa aspartica napsina A
(Napsa), familia 2 de vehiculo de soluto (transportador de glucosa facilitado), miembro 2 (Slc2a2), alanil (membrana)
aminopeptidasa (Anpep), proteina transmembrana 27 (Tmem27), miembro 2 de la familia de cadena media de la acil-
CoA sintetasa (Acsm2), glutation peroxidasa 3 (Gpx3), fructosa-1,6- bifosfatasa 1 (Fbp1), y alanina-glioxilato
aminotransferasa 2 (Agxt2). B3 también se caracteriza por el marcador de expresion vascular Molécula de adhesion
de células endoteliales de plaquetas (Pecam) y el marcador de expresion glomerular podocina (Podn).

La poblacion de células B4 se caracteriza por la expresion de un conjunto de marcadores vasculares que contiene uno
o0 mas de los siguientes: PECAM, VEGF, KDR, HIF1a, CD31, CD146; un conjunto de marcadores vasculares que
contiene uno o mas de los siguientes: Podocina (Podn), y Nefrina (Neph); y una poblacién enriquecida con EPO que
se puede modificar con oxigeno en comparacion con células sin fraccionar (UNFX), B2 y B3. B4 también se caracteriza
por la expresion de uno o mas de los siguientes marcadores: receptor 4 de quimioquina (motivo C-X-C) (Cxcr4),
receptor de endotelina de tipo B (Ednrb), colageno, tipo V, alfa 2 (Col5a2), cadherina 5 (Cdh5), activador de
plasmindgeno, tejido (Plat), angiopoyetina 2 (Angpt2), receptor de proteina de dominio de insercion de quinasa (Kdr),
proteina secretada, acido, rico en cisteina (osteonectina) (Sparc), serglicina (Srgn), inhibidor de metalopeptidasa TIMP

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2744 979 T3

3 (Timp3), tumor de Wilms 1 (Wt1), familia de sitio de integracion MMTV de tipo sin alas, miembro 4 (Wnt4), regulador
4 de la sefalizacion de la proteina G (Rgs4), molécula de adhesion de células endoteliales de plaquetas (Pecam), y
Eritropoyetina (Epo). B4 también se caracteriza por células mas pequefias, menos granuladas en comparacion con
cualquiera de B2 o B3, con una densidad de flotacion entre aproximadamente 1,073 g/ml y aproximadamente
1,091 g/ml (roedor), entre aproximadamente 1,063 g/ml y aproximadamente 1,091 g/ml (ser humano y canino).

Se define que la poblacion de células B4’ tiene una densidad de flotacion entre 1,063 g/mly 1,091 g/ml y expresa uno
0 mas de los siguientes marcadores: PECAM, VEGF, KDR, HIF1a, podocina, nefrina, EPO, CK7, CK8/18/19. En un
caso, la poblaciéon de células B4’ se caracteriza por la expresion de un conjunto de marcadores vasculares que
contienen uno o mas de los siguientes: PECAM, VEGF, KDR, HIF1a, CD31, CD146. En otro caso, la poblacion de
células B4’ se caracteriza por la expresion de una EPO marcadora endocrina. En un caso, la poblacion de células B4’
se caracteriza por la expresion de un conjunto de marcadores vasculares que contiene uno o mas de los siguientes:
Podocina (Podn), y Nefrina (Neph). En ciertos casos, la poblacion de células B4’ se caracteriza por la expresion de un
conjunto de marcadores vasculares que contienen uno o mas de los siguientes: PECAM, vEGF, KDR, HIFla y por la
expresion de una EPO marcadora endocrina. En otro caso, B4’ también se caracteriza por células mas pequenas,
menos granuladas en comparacion con cualquiera de B2 o B3, con una densidad de flotacion entre aproximadamente
1,073 g/mly aproximadamente 1,091 g/ml (roedor), entre aproximadamente 1,063 g/mly aproximadamente 1,091 g/ml
(ser humano y canino).

La presente divulgacion describe formulaciones que contienen una poblacion aislada y enriquecida de células renales
B4’ humanas que comprende al menos una de células que producen eritropoyetina (EPO), las células vasculares, y
que células glomerulares que tienen una densidad entre 1,063 g/ml y 1,091 g/ml. En un caso, la poblacién de células
B4’ se caracteriza por la expresion de un marcador vascular. En ciertos casos, la poblaciéon de células B4’ no se
caracteriza por la expresion de un marcador glomerular. En algunos casos, la poblacién de células B4’ es capaz de
expresion de eritropoyetina que se puede modificar con oxigeno (EPO).

En un caso, la formulacion contiene la poblacién de células B4’ pero no incluye una poblacion de células B2 que
comprende células tubulares que tienen una densidad entre 1,045 g/ml y 1,052 g/ml. En otro caso, la formulacién de
poblacion de células B4’ no incluye una poblacion de células B1 que comprende células granulares grandes del
conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad < 1,045 g/ml. En ofra realizacion mas, la
formulacion de poblacion de células B4’ no incluye una poblacion de células B5 que comprende residuos y células
pequefias de baja granularidad y viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml.

En un caso, la formulacion que contiene poblacion de células B4’ no incluye una poblacién de células B2 que
comprende células tubulares que tienen una densidad entre 1,045 g/ml y 1,052 g/ml; a poblacion de células B1 que
comprende células granulares grandes del conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad <
1,045 g/ml; y una poblacion de células B5 que comprende residuos y células pequefias de baja granularidad y
viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml. En algunas realizaciones, la poblacion de células B4’ sepa de obtener a
partir de un sujeto que tiene una enfermera renal.

La presente divulgacion describe formulaciones que contienen combinaciones de células renales humanas que
comprende una primera poblacion celular, B2, una poblacion aislada y enriquecida de células tubulares que tienen
una densidad entre 1,045 g/ml y 1,052 g/ml, y una segunda poblacion celular, B4’, que comprende células que
producen eritropoyetina (EPO) y células vasculares pero agotamiento de células glomerulares que tienen una densidad
entre aproximadamente 1,063 g/ml y 1,091 g/ml, en las que la combinacion no incluye una poblaciéon de células B1
que comprende células granulares grandes del conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad <
1,045 g/ml, o una poblacion de células B5 que comprende residuos y células pequefias de baja granularidad y
viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml. En cierto caso, la poblacién de células B4’ se caracteriza por la expresion
de un marcador vascular. En una realizacién, la poblacién de células B4’ no se caracteriza por la expresion de un
marcador glomerular. En ciertos casos, B2 ademas comprende células epiteliales de los conductos de recogida. En
una realizacion, la formulacién contiene una combinacion de células que es capaz de absorcion de albumina mediada
por receptor. En otro caso, la combinacion de células es capaz de expresion de eritropoyetina que se puede modificar
con oxigeno (EPO). En un caso, la combinacién contiene células que expresan HAS-2 capaces de producir y/o
estimular la produccion de especies de acido hialuronico (HA) tanto in vitro como in vivo. en todas las realizaciones,
la primera y segunda poblaciones celulares se pueden obtener a partir de tejido de rifidén o células de rifidn cultivadas
(Basu et al. Lipids in Health and Disease, 2011,10: 171).

En un caso, la formulacion contiene una combinacion que es capaz de proporcionar un estimulo regenerador después
de su administracioén in vivo. En otros casos, la combinacién es capaz de reducir la disminucioén de, estabilizacion, o
mejora de filtracién glomerular, resorcion tubular, produccidon de orina, y/o funcién endocrina después de su
administracion in vivo. En un caso, la poblacion de células B4’ se obtiene a partir de un sujeto que tiene una
enfermedad renal.

La presente divulgacion describe formulaciones que contienen una poblacion de células renales humanas B4’ aisladas

o enriquecidas que comprende al menos uno de células que producen eritropoyetina (EPO), las células vasculares, y
células glomerulares que tienen una densidad entre 1,063 g/ml y 1,091 g/ml. En un caso, la poblacion de células B4’
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se caracteriza por la expresion de un marcador vascular. En ciertos casos, la poblacién de células B4’ no se caracteriza
por la expresidon de un marcador glomerular. EI marcador glomerular que no se expresa puede ser podocina. En
algunos casos, la poblacion de células B4’ es capaz de expresion de eritropoyetina que se puede modificar con oxigeno
(EPO).

En un caso, la formulacion que contiene poblacion de células B4’ no incluye una poblacién de células B2 que
comprende células tubulares que tienen una densidad entre 1,045 g/ml y 1,052 g/ml. En otro caso, la formulacién de
poblacion de células B4’ no incluye una poblacion de células B1 que comprende células granulares grandes del
conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad < 1,045 g/ml. Ademas en otro caso, la formulaciéon
de poblacién de células B4’ no incluye una poblacion de células B5 que comprende residuos y células pequefias de
baja granularidad y viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml.

En un caso, la formulacion que contiene poblacion de células B4’ no incluye una poblacién de células B2 que
comprende células tubulares que tienen una densidad entre 1,045 g/ml y 1,052 g/ml; a poblacion de células B1 que
comprende células granulares grandes del conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad <
1,045 g/ml; y una poblacion de células B5 que comprende residuos y células pequefias de baja granularidad y
viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml. En algunos casos, la poblacion de células B4’ se puede obtener a partir de
un sujeto que tiene una enfermedad renal.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen una combinacion de células renales
humanas que comprende una primera poblacién celular, B2, una poblacién aislada y enriquecida de células tubulares
que tienen una densidad entre 1,045 g/mly 1,052 g/ml, y una segunda poblacion celular, B4’, que comprende células
que producen eritropoyetina (EPO) y células vasculares pero agotamiento de células glomerulares que tienen una
densidad entre aproximadamente 1,063 g/mly 1,091 g/ml, en las que la combinacién no incluye una poblaciéon de
células B1 que comprende células granulares grandes del conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una
densidad < 1,045 g/ml, o una poblacién de células B5 que comprende residuos y células pequefias de baja
granularidad y viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml. En cierta realizacién, la poblacion de células B4’ se
caracteriza por la expresion de un marcador vascular. En un caso, la poblacion de células B4’ no se caracteriza por la
expresion de un marcador glomerular. En ciertas realizaciones, B2 ademas comprende células epiteliales de los
conductos de recogida. En un caso, la combinacion de células es capaz de absorcion de albumina mediada por
receptores. En otro caso, la combinacién de células es capaz de expresion de eritropoyetina que se puede modificar
con oxigeno (EPO). En un caso, la combinacién contiene células que expresan HAS-2 capaces de producir y/o
estimular la produccion de especies de acido hialurénico (HA) tanto in vitro como in vivo. En todos los casos, la primera
y segunda poblaciones celulares se pueden obtener a partir de tejido de rifidn o células de rifién cultivadas.

En otra situacion, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen una poblaciéon heterogénea de
células renales que comprende una combinacion de fracciones celulares o poblaciones de células enriquecidas (por
ejemplo, B1, B2, B3, B4 (o B4’), y B5). En un caso, la combinaciéon tiene una densidad de flotacion entre
aproximadamente 1,045 g/ml y aproximadamente 1,091 g/ml. En otro caso, la combinacién tiene una densidad de
flotacion entre menos de aproximadamente 1,045 g/mly aproximadamente 1,099 g/ml o aproximadamente 1,100 g/ml.
En otro caso, la combinaciéon tiene una densidad de flotacién tal como se determina mediante separacion en un
gradiente de densidad, por ejemplo, mediante centrifugacion. En otra realizacion mas, la combinacién de fracciones
celulares contiene B2, B3, y B4 (o B4’) con agotamiento de B1 y/o B5. En algunos casos, la combinacién de fracciones
celulares contiene B2, B3, B4 (o B4’), y B5 pero tiene agotamiento de B1. Una vez que B1 y/o B5 se han agotado, la
combinacion se puede cultivar posteriormente in vitro antes de la preparacion de una formulacién que comprende la
combinacion de fracciones de células B2, B3, y B4 (o B4).

Los inventores de la presente divulgacion han descubierto de forma sorprendente que el cultivo in vitro de una
combinacion de B2, B3, B4, y B5 con agotamiento de B1 da como resultado del agotamiento de B5. En un caso, B5
se agota después de al menos uno, dos, tres, cuatro, o cinco pases. En otro caso, la combinacion de la fraccion de
células B2, B3, B4, y B5 que se pasa en las condiciones que se describen en el presente documento proporciona una
proporcion celular pasada que tiene B5 a un porcentaje que es inferior a aproximadamente un 5 %, inferior a
aproximadamente un 4 %, inferior a aproximadamente un 3 %, inferior a aproximadamente un 2 %, inferior a
aproximadamente un 1 %, o inferior a aproximadamente un 0,5 % de la poblacién celular pasada.

En otro caso, B4’ es una parte de la combinacion de fracciones celulares. En otro caso, el agotamiento de B5 en el
cultivo in vitro se produce en condiciones hipdxicas.

En un caso, la formulacion contiene una combinacion que es capaz de proporcionar un estimulo regenerador después
de su administracioén in vivo. En otros casos, la combinacién es capaz de reducir la disminucion de, estabilizacion, o
mejora de filtracién glomerular, resorcion tubular, produccidon de orina, y/o funcién endocrina después de su
administracion in vivo. En un caso, la poblacion de células B4’ se obtiene a partir de un sujeto que tiene una
enfermedad renal.

En un caso preferente, la formulacion contiene una combinacién que comprende B2 en combinacion con B3 y/o B4.
En otro caso preferente, la combinacién comprende B2 en combinacion con B3 y/o B4'. En otros casos preferentes, la
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combinacion consiste o consiste basicamente en (i) B2 en combinacion con B3 y/o B4; o (ii) B2 en combinacion con
B3 y/o B4'.

Las combinaciones que contienen una poblacion de células B4’ pueden contener poblaciones de células B2 y/o B3
que también se obtienen a partir de un sujeto no sano. El sujeto no sano puede ser el mismo sujeto a partir del cual
se obtuvo la fracciéon de B4'. A diferencia de la poblacion de células B4, las poblaciones de células B2 y B3 obtenidas
a partir de sujetos no sanos por lo general no tienen deficiencia de uno o mas tipos de células especificas en
comparacion con una poblacion de células de rifidn de partida obtenidas a partir de un individuo sano.

Como se describe en Presnell et al., documento WO/2010/056328, se ha encontrado que las preparaciones de células
B2 y B4 son capaces de expresar especies de acido hialurénico (HA) de peso molecular mas elevado tanto in vitro
como in vivo, a través de las acciones de la acido hialurénico sintasa-2 (HAS-2) — un marcador que esta enriquecido
mas especificamente en la poblacién de células B2. El tratamiento con B2 en un modelo de 5/6 Nx mostré que reducia
la fibrosis, de forma simultanea con una expresion fuerte de la expresion de HAS-2 in vivo y la produccion esperada
de HA de alto peso molecular dentro del tejido tratado. De manera notable, el modelo de 5/6 Nx dejado sin tratar dio
como resultado fibrosis con una deteccion limitada de HAS-2 y una escasa produccion de HA de alto peso molecular.
Sin desear quedar ligado a la teoria, se plantea la hipotesis de que estas especies antiinflamatorias de HA de alto
peso molecular producidas predominantemente por B2 ( y hasta cierto punto por B4) actian de forma mas enérgica
con las preparaciones celulares en la reduccion de la fibrosis renal y para ayudar a la regeneracion renal. Por lo tanto,
la presente divulgacion incluye formulaciones que contienen las células renales bioactivas que se describen en el
presente documento en combinacién con un biomaterial que comprende acido hialurénico. En la presente divulgacion
también se contempla la provisién de un componente del estimulo regenerador de biomaterial mediante la produccién
directa o estimulacion de la produccién de células implantadas.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen poblaciones heterogéneas, aisladas
de células renales que producen EPO para uso en el tratamiento de enfermedad renal, anemia y/o deficiencia de EPO
en un sujeto con necesidad. En un caso, las poblaciones celulares se obtienen a partir de una biopsia de rifion. En
otro caso, las poblaciones celulares se obtienen a partir de tejido de rifidn completo. En otro caso, las poblaciones
celulares se obtienen a partir de cultivos in vitro de células de rifidn de mamifero, establecidos a partir de biopsias de
rifidn o tejido de rifibn completo. En todos los casos, estas poblaciones son poblaciones celulares no fraccionadas,
también denominadas en el presente documento poblaciones celulares no enriquecidas.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen poblaciones aisladas de células de
rindn que producen eritropoyetina (EPO) que ademas se enriquecen de modo que la proporcion de células que
producen EPO en la subpoblacion enriquecida sea mayor con respecto a la proporcion de células que producen EPO
en la poblacion de células de partida o iniciales. En un caso, la fraccién de células enriquecidas que producen EPO
contiene una proporcidon mas elevada de fibroblastos intersticiales y una proporcién mas baja de células tubulares con
respecto a los fibroblastos intersticiales y las células tubulares contenidas en la poblacion inicial no enriquecida. En
ciertos casos, la fraccion de células enriquecidas que producen EPO contiene una proporciéon mas elevada de células
glomerulares y células vasculares y una proporcién mas baja de células de conductos de recogida con respecto a las
células glomerulares, las células vasculares y células de conductos de recogida contenidas en la poblacion inicial no
enriquecida. En tales casos, estas poblaciones se denominan en el presente documento poblacién de células "B4".

La presente divulgacion describe formulaciones que contienen una poblacién de células de rifidn que producen EPO
que se combina con una o mas poblaciones de células de rifién adicionales. En un caso, la poblacién celular que
produce EPO es una primera poblacion celular enriquecida con células que producen EPO, por ejemplo, B4. En otro
caso, la poblacion celular que produce EPO es una primera poblacién celular que no esta enriquecida con células que
producen EPO, por ejemplo, B2. En otro caso, la primera poblacion celular se combina con una segunda poblacién de
células de rifidn. En algunos casos, la segunda poblacion celular esta enriquecida con células tubulares, lo que se
puede demostrar por la presencia de un fenotipo de células tubulares. En otro caso, el fenotipo de células tubulares
se puede indicar por la presencia de un marcador de células tubulares. En otro caso, el fenotipo de células tubulares
se puede indicar por la presencia de uno o mas marcadores de células tubulares. Los marcadores de células tubulares
incluyen, pero no se limitan a, megalina, cubilina, acido hialurénico sintasa 2 (HAS2), vitamina D3 25-Hidroxilasa
(CYP2D25), N-cadherina (Ncad), E-cadherina (Ecad), Acuaporina-1 (Agp1), Acuaporina-2 (Agp2), RAB17, miembro
de la familia de oncogenes RAS (Rab17), proteina 3 de unién a GATA (Gata3), regulador 4 de transporte idénico que
contiene el dominio FXYD (Fxyd4), familia 9 de vehiculo de soluto (intercambiador de sodio/hidrégeno), miembro 4
(Slc9a4), familia de la aldehido deshidrogenasa 3, miembro B1 (Aldh3b1), familia de la aldehido deshidrogenasa 1,
miembro A3 (Aldhla3), y Calpaina-8 (Capn8). En otro caso la primera poblacion celular se combina con al menos uno
de varios tipos de células renales que incluyen, pero no se limitan a, las células obtenidas a partir de intersticios, las
células tubulares, las células obtenidas a partir de conductos de recogida, las células obtenidas a partir de glomérulos,
y/o pero las obtenidas a partir de sangre o vasculatura.

Las formulaciones de la presente divulgacion pueden incluir poblaciones de células renales que producen EPO que

contienen B4 o B4’ en forma de una combinacion con B2 y/o B3, o en forma de una poblacion de células enriquecidas,
por ejemplo, B2 + B3 + B4/B4".
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En una situacion, la formulacién contiene poblaciones de células renales que producen EPO que se caracterizan por
la expresion de EPO y la capacidad de biorrespuesta al oxigeno, de modo que una reduccion de la tension de oxigeno
del sistema de cultivo da como resultado una induccién de la expresién de EPO. En una realizacion, las poblaciones
de células que producen EPO estan enriquecidas con células que producen EPO. En un caso, la expresiéon de EPO
se induce cuando la poblacién celular se cultivan condiciones en las que las células se someten a una reduccion de
los niveles de oxigeno disponibles en el sistema de cultivo en comparacidon con una poblacion celular cultivada a
niveles atmosféricos normales (~21 %) de oxigeno disponible. En un caso, las células que producen EPO cultivadas
en condiciones de oxigeno mas bajas expresan niveles mas elevados de EPO con respecto a las células que producen
EPO cultivadas en condiciones de oxigeno anormales. En general, el cultivo de las células a niveles reducidos de
oxigeno disponible (también denominadas condiciones de cultivo hipdxicas) se refiere que el nivel de oxigeno reducido
se reduce con respecto al cultivo de las células a niveles atmosféricos normales de oxigeno disponible (también
denominadas condiciones de cultivo normales o normoxicas). En un caso, las condiciones de cultivo hipdxicas incluyen
el cultivo de células a aproximadamente inferior a un 1 % de oxigeno, aproximadamente inferior a un 2 % de oxigeno,
aproximadamente inferior a un 3 % de oxigeno, aproximadamente inferior a un 4 % de oxigeno, o aproximadamente
inferior a un 5 % de oxigeno. En otro caso, las condiciones de cultivo normales o normoxicas incluyen el cultivo de
células a aproximadamente un 10 % de oxigeno, aproximadamente un 12 % de oxigeno, aproximadamente un 13 %
de oxigeno, aproximadamente un 14 % de oxigeno, aproximadamente un 15 % de oxigeno, aproximadamente un
16 % de oxigeno, aproximadamente un 17 % de oxigeno, aproximadamente un 18 % de oxigeno, aproximadamente
un 19 % de oxigeno, aproximadamente un 20 % de oxigeno, o aproximadamente un 21 % de oxigeno.

En otro caso, la induccién o el aumento de la expresion de EPO se obtiene y se puede observar cultivando células a
aproximadamente menos de un 5 % de oxigeno disponible y comparando los niveles de expresion de EPO con
respecto a células cultivadas en oxigeno atmosférico (aproximadamente un 21 %). En otro caso, la induccion de EPO
se obtienen un cultivo de células capaces de expresar EPO mediante el método que incluye una primera fase de
cultivo en la que el cultivo de las células se cultiva en oxigeno atmosférico (aproximadamente un 21 %) durante un
cierto periodo de tiempo y una segunda fase de cultivo en la que los niveles de oxigeno se reducen y las mismas
células se cultivan a aproximadamente menos de a un 5 % de oxigeno disponible. En otro caso, la expresién de EPO
que es sensible a las condiciones hipdxicas esta regulada por HIF1a. Las personas con una experiencia habitual en
la materia observaran que para las células que se describen en el presente documento se pueden usar otras
condiciones de cultivo de manipulacion con oxigeno conocidas en la técnica.

En una situacion, la formulaciéon contiene poblaciones enriquecidas de células de mamifero que producen EPO
caracterizadas por capacidad de biorrespuesta (por ejemplo, expresion de EPO) en condiciones de perfusion. En un
caso, las condiciones de perfusion incluyen flujo de fluido transitorio, intermitente, o continua (perfusién). En un caso,
la expresion de EPO se induce por via mecanica cuando el medio en el que las células se cultivan se hace circular o
se agita de forma intermitente o continua de un modo tal que las fuerzas dinamicas se transfieren a las células a través
del flujo. En un caso, las células sometidas a un flujo de suyo transitorio, intermitente, o continuo se cultivan de un
modo tal que estan presentes como estructuras tridimensionales en o sobre un material que proporciona un marco y/o
espacio para que se formen estructuras tridimensionales de ese tipo. En un caso, las células se cultivan sobre perlas
porosas y se someten a un flujo de subir intermitente o continua por medio de una plataforma de agitacion, plataforma
orbital, o matraz de centrifugacion. En otro caso, las células se cultivan en armazones tridimensionales y se colocan
en un dispositivo mediante la cual el armazon permanece estacionario y el fluido fluye direccionalmente a través de o
atravesando el armazén. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran que para las células
que se describen en el presente documento se pueden usar otras condiciones de cultivo de perfusién conocidas en la
técnica.

Agregados celulares

En otra situacion, las formulaciones de la presente divulgacion contienen agregados celulares o esferoides. En un
caso, el agregado celular comprende una poblacién de células bioactivas que se describe en el presente documento.
En otro caso, el agregado celular comprende células renales bioactivas tal como, por ejemplo, combinaciones de
células renales, poblaciones de células renales enriquecidas, y combinaciones de fracciones de

células renales.

En ciertos casos, las células renales bioactivas de la divulgacion se pueden cultivar en formatos 3D como se describe
ademas en el presente documento. En algunos casos, el término "organoide" se refiere a una acumulacion de células,
con un fenotipo y/o funcién, coherente con rifién nativo. En algunos casos, los organoides comprenden poblaciones
de células mixtas, de diversos linajes, que por lo general se encuentran in vivo en un tejido dado. En algunos casos,
los organoides de la presente divulgacion se forman in vitro, mediante cualquier medio, de modo que las células de la
divulgacion forman agregados, que a su vez pueden formar esferoides, organoides, o una combinacion de los mismos.
Los agregados, esferoides u organoides de ese tipo, en algunos casos, suponen una estructura coherente con un
organo en particular. En algunos casos, los agregados, esferoides u organoides de ese tipo, expresan marcadores de
superficie, que por lo general son expresados por células del érgano en particular. En algunos casos, los agregados,
esferoides u organoides de ese tipo, producen compuestos o materiales, que por lo general son expresados por células
del érgano en particular. En ciertos casos, las células la divulgacion se pueden cultivar sobre sustratos naturales, por
ejemplo, gelatina. En otros casos, las células de la divulgacion se pueden cultivar sobre sustratos sintéticos, por
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ejemplo, PGLA.

Poblaciones celulares inactivas

As que se describe en el presente documento, ciertas subfracciones de una poblacién heterogénea de células renales,
con enriquecimiento de componentes bioactivos y con agotamiento de componentes inactivos o no deseados,
proporcionan resultados terapéuticos y regeneradores superiores que la poblacion de partida. En casos preferentes,
las formulaciones que se proporcionan en la presente divulgacion contienen poblaciones celulares que tienen
agotamiento de poblaciones de células B1 y/o B5. Por ejemplo, las siguientes pueden tener agotamiento de B1 y/o
B5: combinaciones de dos o mas de B2, B3, y B4 (o B4’); una poblacion de células enriquecidas de B2, B3,y B4 (o
B4').

La poblacion de células B1 comprende células grandes, granulares del sistema de conductos de recogida y tubulares,
con las células de la poblacion teniendo una densidad de flotacion inferior a un aproximadamente 1,045 g/m. La
poblacion de células B5 esta formada por residuos y células pequefas de una granularidad y viabilidad bajas que
tienen una densidad de flotacién superior a aproximadamente 1,091 g/ml.

Métodos para aislamiento y cultivo de poblaciones celulares

En una situacion, las formulaciones de la presente divulgacion contienen poblaciones celulares que se han aislado y/o
cultivado a partir de tejido renal. Los métodos que se describen en el presente documento para separar y aislar los
componentes celulares renales, por ejemplo, poblaciones de células enriquecidas que se usaran en las formulaciones
para uso terapéutico, incluyen el tratamiento de enfermedad renal, anemia, deficiencia de EPO, deficiencia de
transporte tubular, y deficiencia de filtracion glomerular. En un caso, las poblaciones celulares se aislan de tejido de
rifién recién digerido, es decir, digerido podia mecanica o enzimatica o a partir de cultivos heterogéneos in vitro de
células de rifidn de mamifero.

Las formulaciones pueden contener mezclas heterogéneas de células renales que se han cultivado en condiciones de
cultivo hipdxicas antes de la separacién en un gradiente de densidad que proporciona un aumento de la distribucién y
composicion mejoradas de las células en fracciones tanto B4, incluyendo B4’, como B2 y/o B3. El enriquecimiento de
células dependientes de oxigeno en B4 de B2 se observd para células renales aisladas de rifiones tanto enfermos
como no enfermos. Sin querer limitarse a la teoria, esto se puede deber a uno o mas de los siguientes fenémenos: 1)
supervivencia, muerte o proliferacion selectivas de componentes celulares especificos durante el periodo de cultivo
hipoxico; 2) alteraciones de la granularidad y/o tamafio celulares como respuesta al cultivo hipdxico, efectuando de
ese modo alteraciones en la densidad de flotacién y posterior localizacion durante la separacion del gradiente de
densidad; y 3) alteraciones en la expresion del gen/proteina celular como respuesta al periodo de cultivo hipdxico,
dando como resultado caracteristicas diferenciales de las células dentro de cualquier fraccion dada del gradiente. Por
lo tanto, en una realizacion, las formulaciones contienen poblaciones celulares enriquecidas con células tubulares, por
ejemplo, B2, que son resistentes a la hipoxia.

Las técnicas a modo de ejemplo para separacion y aislamiento de las poblaciones celulares incluyen separacion en
un gradiente de densidad basandose en la gravedad especifica diferencial de diferentes tipos de células contenidos
dentro de la poblacion de interés. La gravedad especifica de cualquier tipo de célula dada se puede ver influenciado
por el grado de granularidad dentro de las células, el volumen intracelular de agua y otros factores. En una situacion,
la presente divulgacion describe condiciones de gradiente 6ptimas para el aislamiento de preparaciones celulares, por
ejemplo, B2 y B4, incluyendo B4’, a través de multiples especies, que incluyen, pero no se limitan a, ser humano,
canino, y roedor. En un caso preferente, un gradiente de densidad se usa para obtener una nueva poblacion
enriquecida de fraccion de células tubulares, es decir, poblacién de células B2, obtenidas a partir de una poblaciéon
heterogénea de células renales. En un caso, un gradiente de densidad se usa para obtener una nueva poblacion
enriquecida de células que producen fracciéon de EPO, es decir, poblacién de células B4, obtenidas a partir de la
poblacion heterogénea de células renales. En otros casos, un gradiente de densidad se usa para obtener
subpoblaciones enriquecidas de células tubulares, las células glomerulares, y células endoteliales del rifién. En un
caso, tanto las células que producen EPO como las células tubulares se separan de los glébulos rojos y residuos
celulares. En un caso, las células que producen EPO, glomerulares, y vasculares se separan de otros tipos de células
y de los glébulos rojos y residuos celulares, mientras que una subpoblacidon de células tubulares y células de los
conductos de recogida se separan de forma simultanea de otros tipos de células y de glébulos rojos y residuos
celulares. En otro caso, las células endocrinas, glomerulares, y/o vasculares se separan de otros tipos de células y de
gldbulos rojos y residuos celulares, mientras que una subpoblacion de células tubulares y células de los conductos de
recogida se separan de forma simultanea de otros tipos de células y de los glébulos rojos de residuos celulares.

En una situacion, las formulaciones de la presente divulgacion contienen poblaciones celulares generadas por el uso,
en parte, del medio del gradiente de densidad OPTIPREP® (Axis-Shield), que comprende un 60 % de compuesto
iodixanol yodado no io6nico en agua, basandose en ciertas caracteristicas fundamentales que se describen a
continuacion. Un experto en la materia, sin embargo, reconocera que se puede usar cualquier gradiente de densidad
otro medio, por ejemplo, separacion inmunolégica usando marcadores de superficie celular conocidos en la técnica,
que comprenden las actrices necesarias para el aislamiento de las poblaciones celulares de la presente divulgacion.
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También alguien con experiencia en la materia deberia reconocer que las mismas caracteristicas celulares que
contribuyen a la separacion de subpoblaciones celulares a través de gradiente de densidad (tamafio y granularidad)
se pueden aprovechar para separar las subpoblaciones celulares a través de citometria de flujo (dispersion directa =
una reflexion de tamafio via citometria de flujo, y dispersion lateral = un reflejo de granularidad). Es importante destacar
que el medio de gradiente de densidad debe tener baja toxicidad hacia las células especificas de interés. Aunque el
medio gradiente de densidad deberia tener una baja toxicidad hacia las células de interés especificas, la presente
divulgacion contempla el uso de medios de gradiente que desempefia un papel en el proceso de seleccion de las
células de interés. Sin desear limitarse a la teoria, parece que las poblaciones celulares que se describen en el
presente documento recuperadas por el gradiente que comprende yodixanol son resistentes al yodixanol, ya que hay
una pérdida apreciable de células entre las etapas de carga y recuperacion, lo que sugiere que la exposicion al
yodixanol en las condiciones del gradiente conduce a la eliminacién de ciertas células. Las células que aparecen en
las bandas especificas después del gradiente de yodixanol son resistentes a cualquier efecto adverso de exposicion
al yodixanol y/o al gradiente de densidad. Por lo general, también se contempla el uso de medios de contraste
adicionales que son nefrotoxinas leves a moderadas en el aislamiento y/o la seleccion de las poblaciones celulares
para las formulaciones que se describen en el presente documento. Ademas, el medio de gradiente de densidad
tampoco debe unirse a las proteinas en el plasma humano o influir de forma negativa en las funciones fundamentales
de las células de interés.

En ofra situacién, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen poblaciones celulares que
presentan enriquecimiento y/o agotamiento de tipos de células renales usando clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS). En un caso, los tipos de células renales se pueden enriquecer y/o agotar usando BD
FACSAria™ o equivalente.

En otra situacion, las formulaciones contienen poblaciones celulares que presentan enriquecimiento y/o agotamiento
de tipos de células renales usando clasificacion celular magnética. En una realizacion, los tipos de células renales se
pueden enriquecer y/o agotar usando el sistema autoMACS® de Miltenyi o equivalente.

En otra situacioén, las formulaciones pueden incluir poblaciones de células renales que se han sometido a cultivo
tridimensional. En una situacion, los métodos de cultivo de las poblaciones celulares se realizan mediante perfusion
continua. En un caso, las poblaciones celulares cultivadas mediante cultivo tridimensional y perfusion continua
demuestran una mayor celularidad e interconectividad cuando se comparan con poblaciones celulares cultivadas de
forma estatica. En otro caso, las poblaciones celulares cultivadas mediante cultivo tridimensional y perfusion continua
demuestran una mayor expresion de EPO, asi como un aumento de la expresidon de genes asociados a los tubulos
renales tales como e-cadherina cuando se comparan con cultivos estaticos de las poblaciones celulares de ese tipo.
Ademas en otro caso, las poblaciones celulares cultivadas mediante perfusién continua de muestra niveles mas
elevados de consumo de glucosa y glutamina cuando se comparan con poblaciones celulares cultivadas de forma
estatica.

Como se describe en el presente documento, las condiciones de oxigeno bajo o hipoxicas se pueden usar en los
métodos para preparar las poblaciones celulares para las formulaciones que se proporcionan en el presente
documento. Sin embargo, los métodos para preparar poblaciones celulares se pueden usar sin la etapa de
acondicionamiento con bajo contenido de oxigeno. En un caso, se pueden usar condiciones normoxicas.

Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran que para las células que se describen en el
presente documento se pueden usar otros métodos de aislamiento y cultivo conocidos en la técnica.

3. Biomateriales

Se puede combinar varios biomateriales con un agente activo para proporcionar las formulaciones terapéuticas de la
presente divulgacion. Los biomateriales pueden tener cualquier forma adecuada (por ejemplo, perlas) o forma (por
ejemplo, liquido, gel, etc.). Como se describe en Bertram et al., solicitud publicada de Estados Unidos N.°
20070276507, las matrices o armazones poliméricos se pueden conformar en cualquier cantidad de configuraciones
deseables para satisfacer cualquier cantidad de restricciones generales, geometria o espacio del sistema. En un caso,
las matrices o armazones de la presente divulgacion pueden ser tridimensionales y conformados para ajustarse a las
dimensiones y formas de un 6rgano o estructura de tejido. Por ejemplo, en el uso del armazoén polimérico para el
tratamiento de enfermedades renales, anemia, deficiencia de EPO, deficiencia de transporte tubular, o deficiencia de
filtracion glomerular, se puede usar una matriz tridimensional (3-D). Se puede usar varios armazones tridimensionales
de formas diferentes. Naturalmente, la matriz polimérica se puede conformar en diferentes tamarios y formas para
adaptarse a pacientes de diferentes tamafos. La matriz polimérica también se puede configurar de otras maneras
para adaptarse a las necesidades especiales del paciente. En otro caso, la matriz o armazoén polimérico puede ser un
armazoén polimérico poroso biocompatible. Los armazones pueden estar formados por varios materiales sintéticos o
de origen natural que incluyen, pero no se limitan a, acido polilactico de celdas abiertas (OPLA®), celulosa éter,
celulosa, éster celulésico, polietileno fluorado, fendlico, poli-4-metilpenteno, poliacrilonitrilo, poliamida, poliamidaimida,
poliacrilato, polibenzoxazol, policarbonato, policianoariléter, poliéster, poliestercarbonato, poliéter, poliétercetona,
poliéterimida, poliétercetona, poliétersulfona, polietileno, polifluoroolefina, poliimida, poliolefina, polioxadiazol, 6xido de
polifenileno, sulfuro de polifenileno, polipropileno, poliestireno, polisulfuro, polisulfona, politetrafluoroetileno, politioéter,
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politriazol, poliuretano, polivinilo, fluoruro de polivinilideno, celulosa regenerada, silicona, ureaformaldehido,
colagenos, gelatina, alginato, lamininas, fibronectina, seda, elastina, alginato, acido hialurénico, agarosa, o
copolimeros o mezclas fisicas de los mismos. Las configuraciones de armazon pueden variar desde suspensiones
liquidas hasta armazones porosos blandos hasta armazones porosos rigidos que mantienen la forma. En un caso, la
configuracion es la forma liquida de una solucién que es capaz de convertirse en un hidrogel.

Los hidrogeles se pueden formar a partir de varios materiales poliméricos y son utiles en varias aplicaciones
biomédicas. Los hidrogeles se pueden describir fisicamente como redes tridimensionales de polimeros hidrofilos.
Dependiendo del tipo de hidrogel, contienen porcentajes variables de agua, pero en conjunto no se disuelven en agua.
A pesar de su alto contenido de agua, los hidrogeles son capaces de unir adicionalmente grandes volimenes de
liquido debido a la presencia de restos hidrdéfilos. Los hidrogeles se hinchan ampliamente sin cambiar su estructura
gelatinosa. Las caracteristicas fisicas basicas del hidrogel se pueden modificar de forma especifica, de acuerdo con
las propiedades de los polimeros usados y los equipos especiales adicionales del producto.

Preferentemente, el hidrogel esta hecho de un polimero, un material obtenido a partir de material bioloégico, un material
obtenido de forma sintética o combinaciones de los mismos, que es biolégicamente inerte y fisiol6gicamente
compatible con los tejidos de mamiferos. De forma adecuada del material de hidrogel no induce una respuesta
inflamatoria. Los ejemplos de otros materiales que se pueden usar para formar un hidrogel incluyen (a) alginatos
modificados, (b) polisacaridos (por ejemplo, goma de gelano y carragenanos) que gelifican por exposicion a cationes
monovalentes, (c) polisacaridos (por ejemplo, acido hialurénico) que son liquidos muy viscosos o tixotropicos y forman
un gel alo largo del tiempo por la lenta evolucion de la estructura, (d) gelatina o colageno, y (e) precursores de hidrogel
polimérico (por ejemplo, copolimeros de bloques de polietileno 6xido-polipropilenglicol y proteinas). El documento de
patente de Estados Unidos N.° 6.224.893 B1 proporciona una descripcion detallada de los diversos polimeros, y las
propiedades quimicas de polimeros de ese tipo, que son adecuados para la fabricacion de hidrogeles.

Las caracteristicas del armazén o biomaterial pueden permitir que las células se unan e interactien con el armazén o
el material biomaterial, y/o pueden proporcionar espacios porosos en los que las células pueden quedar atrapadas.
En un caso, los armazones porosos o biomateriales permiten la adicion o deposicién de una o mas poblaciones o
combinaciones de células de un biomaterial configurado como armazén poroso (por ejemplo, mediante la union de las
células) y/o dentro de los poros del armazon (por ejemplo, por atrapamiento de las células). En otro caso, los
armazones o biomateriales permiten o promueven las interacciones célula:célula y/o célula:biomaterial dentro del
armazoén para formar construcciones como se describe en el presente documento.

En un caso, el biomaterial esta formado por acido hialurénico (HA) en forma de hidrogel, que contiene moléculas de
HA que varian en tamario desde 5,1 kDA hasta > 2 x 10° kDa. En otra realizacion, el biomaterial esta formado por
acido hialurénico en forma de espuma porosa, que también contiene moléculas de HA que varian en tamafo desde
5,1 kDA hasta > 2 x 10% kDa. En otro caso mas, el biomaterial esta formado por una espuma a base de acido polilactico
(PLA), que tiene una estructura de celdas abiertas y un tamafio de poro de aproximadamente 50 micrometros a
aproximadamente 300 micrometros. En otra realizacién mas, las poblaciones celulares especificas, preferentemente
B2 pero también B4, proporcionan directamente y/o estimulan la sintesis del acido hialurénico de alto peso molecular
a través de la acido hialuronico sintasa-2 (HAS-2), especialmente después de su implantacion intrarrenal.

Los biomateriales que se describen en el presente documento también se pueden disefiar o adaptar para responder
a ciertas condiciones externas, por ejemplo, in vitro o in vivo. En un caso, los biomateriales son sensibles a la
temperatura (por ejemplo, ya sea in vitro o in vivo). En otro caso, los biomateriales se adaptan para responder a la
exposicion a la degradacion enzimatica (por ejemplo, ya sea in vitro o in vivo). La respuesta de los biomateriales a las
condiciones externas se puede ajustar como se describe en el presente documento. La sensibilidad a la temperatura
de la formulacién descrita se puede variar ajustando el porcentaje de biomaterial en la formulacion. Por ejemplo, €l
porcentaje de gelatina en una solucion se puede ajustar para modular la sensibilidad a la temperatura de la gelatina
en la formulacion final (por ejemplo, liquido, gel, perlas, etc.). Como alternativa, los biomateriales pueden estar
quimicamente reticulados para proporcionar una mayor resistencia a la degradacion enzimatica. Por ejemplo, se puede
usar un agente de reticulacion de carbodiimida para reticular quimicamente perlas de gelatina, proporcionando de ese
modo una susceptibilidad reducida a las enzimas enddgenas.

En una situacion, la respuesta del biomaterial a condiciones externas se refiere a la pérdida de integridad estructural
del biomaterial. Aunque la sensibilidad a la temperatura y la resistencia a la degradacion enzimatica se han
proporcionado anteriormente, existen otros mecanismos que pueden provocar la pérdida de integridad del material en
diferentes biomateriales. Estos mecanismos pueden incluir, pero no se limitan a, termodinamica (por ejemplo, una
transicion de fases tal como fusion, difusion (por ejemplo, difusion de un agente de reticulacién iénico desde un
biomaterial en el tejido circundante)), quimica, enzimatica, pH (por ejemplo, liposomas sensibles al pH), ultrasonido y
fotolabil (penetracion de luz). El mecanismo exacto por el que el biomaterial pierde integridad estructural variara, pero
por lo general el mecanismo se activara en el momento de la implantacion o después de la implantacion.

Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran que otros tipos de materiales sintéticos o de

origen natural conocidos en la técnica se pueden usar para formar armazones como se describe en el presente
documento.
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En una situacion, las construcciones como se describe en el presente documento estan hechas a partir de los
armazones o biomateriales que se han mencionado anteriormente.

4. Construcciones

En una situacion, la divulgacion describe formulaciones que contienen construcciones implantables que tienen una o
mas de las poblaciones celulares que se describe en el presente documento para el tratamiento de enfermedades
renales, anemia, o deficiencia de EPO en un sujeto con necesidad. En un caso, el constructo esta formado a partir de
un material biocompatible o biomaterial, armazén o matriz formados por uno o mas materiales biocompatibles
sintéticos o de origen natural y una o mas poblaciones celulares o combinaciones de células que se describen en el
presente documento depositadas sobre o embebidas en una superficie de la armazén mediante unién y/o a
tratamiento. En ciertos casos, el constructo esta formado por un biomaterial y una o mas poblaciones celulares o
combinaciones de células que se describen en el presente documento revestidas con, depositadas sobre, depositadas
en, unidas, atrapadas en, embebidas en, sembradas, o combinadas con el componente o componentes de biomaterial.
Cualquiera de las poblaciones celulares que se describen en el presente documento, incluyendo las poblaciones de
células enriquecidas o combinaciones de las mismas, se pueden usar en combinacién con una matriz para formar un
constructo.

En una situacion, la formulacién contiene construcciones formadas a partir de biomateriales disefiados o adaptados
para responder a las condiciones externas como se describe en el presente documento. como resultado, la naturaleza
de la asociacién de la poblacién celular con el biomaterial en un constructo cambiara dependiendo de las condiciones
externas. Por ejemplo, una asociacion de la poblacion celular con un biomaterial sensible a la temperatura varia con
la temperatura. En un caso, el constructo contiene una poblacion celular y biomaterial que tiene un estado
esencialmente soélido a aproximadamente 8 °C o inferior y un estado esencialmente liquido aproximadamente a
temperatura ambiente o superior, en el que la poblacién celular se suspende en el biomaterial a aproximadamente
8 °C o inferior.

Sin embargo, la poblacion celular esta esencialmente libre para moverse a través del volumen del biomaterial
aproximadamente a temperatura ambiente o superior. Tener la poblacién celular suspendida en la fase esencialmente
soélida a una temperatura mas baja proporciona ventajas de estabilidad para las células, tal como para las células
dependientes de anclaje, en comparacion con células en un fluido. Ademas, tener las células suspendidas en el estado
esencialmente sdlido proporciona uno o mas de los siguientes beneficios: i) previene la sedimentacion de las células,
ii) permite que las células permanezcan ancladas al biomaterial en un estado suspendido; iii) permite que las células
permanezcan dispersadas de forma mas uniforme a través del volumen del biomaterial; iv) previene la formacion de
agregados celulares; y v) proporciona una proteccion mejor para las células durante el almacenamiento y el transporte
de la formulacién. Una formulacién que puede mantener carteristas de ese tipo que conducen a la administracién a un
sujeto desventajosa al menos por qué la salud general de las células en la formulaciéon sera mejor y se administraron
una dosificacion mas uniforme y coherente de las células.

En otro caso, la poblacion de células depositadas o componente celular del constructo es una primera poblaciéon de
células de rifién enriquecidas con células que se pueden modificar con oxigeno que producen EPO. En otro caso, la
primera poblacion de células de rifion contiene células glomerulares y vasculares ademas de las células que se pueden
modificar con oxigeno que producen EPO. En un caso, la primera poblacion de células de rifién es una poblacion de
células B4'. En otro caso, la poblacion de células depositadas o componente o componentes celulares del constructo
incluye tanto la primera poblacion de células renales enriquecida como una segunda poblacion de células renales. En
algunos casos, la segunda poblacion celular no esta enriquecida con células que producen EPO que se pueden
modificar con oxigeno. En otro caso, la segunda poblacion celular esta enriquecida con células de tdbulos renales. En
otro caso, la segunda poblacioén celular esta enriquecida con células de tubulos renales y contiene células epiteliales
de los conductos de recogida. En otros casos, las células de tubulos renales se caracterizan por la expresion de uno
o mas marcadores de células tubulares que pueden incluir, pero no se limitan a, megalina, cubilina, acido hialurénico
sintasa 2 (HAS2), vitamina D3 25-Hidroxilasa (CYP2D25), N-cadherina (Ncad), E-cadherina (Ecad), Acuaporina-1
(Agp1), Acuaporina-2 (Agp2), RAB17, miembro de la familia de oncogenes RAS (Rab17), proteina 3 de unién a GATA
(Gata3), regulador 4 de transporte idnico que contiene el dominio FXYD (Fxyd4), familia 9 de vehiculo de soluto
(intercambiador de sodio/hidrégeno), miembro 4 (Slc9a4), aldehido de-hidrégenoase 3 family, miembro B1 (Aldh3b1),
familia de la aldehido deshidrogenasa 1, miembro A3 (Aldhla3), y Calpaina-8 (Capn8).

En un caso, las poblaciones celulares depositadas sobre o combinadas con biomateriales o armazones para formar
construcciones se obtienen a partir de diversas fuentes, tales como fuentes autdlogas. Las fuentes no autélogas
cambios son adecuadas para su uso, incluyendo, pero no limitandose a, fuentes alogénicas, o singénicas (autogénicas
0 isogénicas).

Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran que existen varios métodos adecuados para
depositar o de otro modo combinar poblaciones celulares con biomateriales para formar un constructo.

En una situacion, las construcciones son adecuadas para su uso en los métodos de uso que se describe en el presente
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documento. En un caso, las construcciones son adecuadas para su administracion a un sujeto con necesidad de
tratamiento para una enfermedad renal de una etiologia, anemia, o deficiencia de EPO de cualquier etiologia. En otros
casos, las construcciones son adecuadas para su administracion a un sujeto con necesidad de una mejora o
restablecimiento de la homeostasis eritroide. En otro caso, las construcciones son adecuadas para su administracion
a un sujeto con necesidad de mejora de la funcion renal.

Ademas en otra situacion, la presente divulgacion describe un constructo para su implantacion en un sujeto con
necesidad de una mejora de la funcién renal que comprende: a) un biomaterial que comprende uno o mas polimeros
sintéticos biocompatibles o proteinas o péptidos de origen natural; y b) una combinacién de células renales de
mamifero obtenidas a partir de un sujeto que tiene una enfermedad renal que comprende una primera poblacion
celular, B2, una poblacién aislada y enriquecida de células tubulares que tienen una densidad entre 1,045 g/mly 1,052
g/ml y una segunda poblacién celular, B4’, que comprende células que producen eritropoyetina (EPO) y células
vasculares pero agotamiento de células glomerulares que tienen una densidad entre 1,063 g/ml y 1,091 g/ml,
revestidas con, depositadas sobre o en, atrapadas en, suspendidas en, embebidas en y/o de otro modo combinadas
con el biomaterial. En ciertos casos, la combinacion no incluye una poblacion de células B1 que comprende células
granulares grandes del conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad < 1,045 g/ml, o una
poblaciéon de células B5 que comprende residuos y células pequefas de baja granularidad y viabilidad con una
densidad > 1,091 g/ml.

En un caso, el constructo incluye una poblaciéon de células B4’ que se caracteriza por la expresion de un marcador
vascular. En algunos casos, la poblacion de células B4’ no se caracteriza por la expresion de un marcador glomerular.
En ciertos casos, la combinacion es capaz de expresion de eritropoyetina que se puede modificar con oxigeno (EPO).
En todos los casos, la combinacion se puede obtener a partir de tejido de rifion de mamifero o células de rifion
cultivadas.

En un caso, el constructo incluye un biomaterial configurado como un biomaterial poroso tridimensional (3-D) adecuado
para atrapamiento y/o unién de la combinacion. En otro caso, el constructo incluye un biomaterial configurado como
un gel liquido o semi liquido adecuado para embeber, unir, suspender, o revestir células de mamifero. Ademas en otro
caso, el constructo incluye un biomaterial configurado que comprende una especie predominantemente de acido
hialurénico (HA) de alto peso molecular en forma de hidrogel. En otro caso, el constructo incluye un biomaterial
formado por una especie predominantemente de acido hialurénico de alto peso molecular en forma de espuma porosa.
Ademas en otro caso, el constructo incluye un biomaterial formado por una espuma de base de acido poli-lactico que
tiene poros entre aproximadamente 50 micrémetros y aproximadamente 300 micrometros. Ademas en otro caso, €l
constructo incluye una o mas poblaciones celulares que se pueden obtener a partir de una muestra de rifion que es
autdloga para el sujeto con necesidad de una mejora de la funcién renal. En ciertos casos, la muestra es una biopsia
de rifidn. En algunos casos, el sujeto tiene una enfermedad renal. Ademas en otros casos, la poblacién celular se
obtiene a partir de una muestra de rifidon no autéloga. En un caso, el constructo proporciona homeostasis eritroide.

5. Caracterizacion fenotipica de células renales

Las células aisladas en cualquier etapa del proceso se ponen caracterizar por su fenotipo. En un caso, las células son
una poblacién heterogénea de células renales que se ha enriquecido. Ademas en un caso, la poblacién heterogénea
de células renales enriquecida se ha cultivado en condiciones hipdxicas durante al menos 24 horas. En otro caso, la
poblacién heterogénea de células renales enriquecida ha sido sometida a un gradiente de densidad.

La presencia (por ejemplo, expresion) y/o nivel/cantidad de varios biomarcadores en una muestra se puede analizar
mediante una serie de metodologias, muchas de las cuales se conocen en la técnica y son entendidas por el experto
en la materia, incluyen, pero no se limitan a, inmunohistoquimico ("IHC"), analisis de transferencia de Western,
inmunoprecipitacion, ensayos de union molecular, ELISA, ELIFA, clasificacion de células activadas por fluorescencia
("FACS"), MassARRAY, proteémica, ensayos de actividad enzimatica bioquimica, hibridacién in situ, analisis de
Southern, analisis de Northern, secuenciacion del genoma completo, reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR")
incluyendo PCR cuantitativa en tiempo real ("qRT-PCR") y otros métodos de deteccion de tipo amplificacion, como,
por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA y similares), ARN-Sec, FISH, analisis de micromatrices, formacion de
perfiles de expresion génica, y/o analisis en serie de la expresion génica ("SAGE"), asi como cualquiera de la amplia
variedad de ensayos que se pueden realizar mediante analisis de proteinas, genes, y/o matriz tisular. Los protocolos
habituales para evaluar el estado de los genes y los productos genéticos se encuentran, por ejemplo en Ausubel et
al., eds., 1995, Current Protocols In Molecular Biology, Unidades 2 (transferencia de Northern), 4 (transferencia de
Southern), 15 (Inmunotransferencia) y 18 (analisis de PCR). También se pueden usar inmunoensayos multiplexados
tal como los disponibles en Rules Based Medicine o Meso Scale Discovery.

En una situacion, se describe un método para detectar la presencia de dos o mas biomarcadores en una muestra
heterogénea de células renales, comprendiendo el método poner en contacto la muestra con un anticuerpo dirigido a
un biomarcador en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo a su ligando afin (es decir, biomarcador), y
detectar la presencia del anticuerpo unido, por ejemplo, detectando si se forma un complejo entre el anticuerpo y el
biomarcador. En algunos casos, la deteccion de la presencia de uno o mas biomarcadores es por inmunohistoquimica
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En ciertos casos, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en el presente documento es Util para detectar la
presencia de un biomarcador en una muestra heterogénea de células renales. El término "detectar" como se usa en
el presente documento abarca la deteccion cuantitativa o cualitativa. En ciertas realizaciones, una muestra biolégica
comprende una muestra de SRC.

En ciertos casos, las células renales heterogéneas se identifican con uno o mas reactivos que permiten la deteccion
de un biomarcador seleccionado entre AQP1, AQP2, AQP4, Calbindina, Calponina, CD117, CD133, CD146, CD24,
CD31 (PECAM-1), CD54 (ICAM-1), CD73, CK18, CK19, CK40 a 67, CK7, CK8, CK8/18, CK8/18/19, Conexina 43,
Cubilina, CXCR4 (Fusina), DBA, E-cadherina (CD324), EPO (eritropoyetina), GGT1, GLEPP1 (proteina 1epitelial
glomerular), Haptoglobulina, Itgb1 (Integrina 1), KIM-1/TIM-1 (molécula 1 de lesién renal /molécula que contiene
inmunoglobulina de linfocitos T y mucina), MAP-2 (proteina 2 asociada a microtubulos), Megalina, N-cadherina,
Nefrina, NKCC (cotransportadores de Na-K-Cl), OAT-1 (transportador 1 de aniones organicos), Osteopontina,
Pancadherina, PCLP1 (molécula 1 de tipo podocalixina), Podocina, SMA (alfa-actina del musculo liso), Sinaptopodina,
THP (proteina de tamm-horsfall), Vimentina, y aGST-1 (alfa glutation S-transferasa). En ciertas realizaciones, un
biomarcador se detecta con anticuerpos monoclonales o policlonales.

En un caso, una etiqueta detectable comprende un atomo radiactivo para formar un radioconjugado. Varios is6topos
radiactivos estan disponibles para la produccion de radioconjugados. Los ejemplos incluyen 211At, 1311, 1251, 90Y,
186Re, 188Re, 153Sm, 212Bi, 32P, 212Pb e is6topos radiactivos de Lu. Cuando el radioconjugado se usa para la
deteccion, puede ser un atomo radiactivo para estudios de centellografia, por ejemplo 99Tc-m (isémero nuclear
metaestable) o 123I, o una etiqueta de rotacion para formacion de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN)
(también conocida como formacién de imagenes por resonancia magnética, mri), tal como yodo-123, yodo-131, indio-
111, fldor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

En caso de que en un ensayo se use mas de una etiqueta detectable (incluyendo un colorante), es preferente que las
etiquetas detectables se seleccionen de manera que cada etiqueta se pueda detectar sin interferencia sustancial con
respecto a ninguna otra sefial detectable presente en la muestra. Por ejemplo, las etiquetas detectables (incluyendo
un colorante) pueden ser moléculas fluorescentes diferentes que muestran diferentes colores en la condicion de
deteccion.

La deteccion se puede llevar a cabo mediante cualquier método adecuado, por ejemplo, los basados en microscopia
de inmunofluorescencia, citometria de flujo, citometria de barrido con fibra éptica, o citometria de barrido con laser.

En algunos casos, la expresion de un biomarcador en una célula se determina evaluando el ARNm en una célula. Los
métodos para la evaluacion de los ARNm en células se conocen bien e incluyen, por ejemplo, ensayos de hibridacion
usando sondas de ADN complementarias (hibridacion tal como in situ usando ribosondas etiquetadas especificas para
uno o mas genes, transferencia de Northern y técnicas relacionadas) y diversos acidos nucleicos ensayos de
amplificacion (tal como RT-PCR usando cebadores complementarios especificos para uno o mas de los genes, y otros
métodos de deteccion de tipo de amplificacion, tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA y similares).
En algunos casos, la expresion de un biomarcador en una muestra de ensayo se compara con una muestra de
referencia. Por ejemplo, la muestra de ensayo puede ser una muestra de tejido enfermo y la muestra de referencia
puede ser de tejido normal.

Las muestras de mamiferos se pueden analizar convenientemente para detectar los ARNm mediante analisis de
Northern, transferencia puntual o PCR. Ademas, dichos métodos pueden incluir una o mas etapas que permiten
determinar los niveles de ARNm diana en una muestra bioldgica (por ejemplo, al examinar de forma simultanea los
niveles de una secuencia de ARNm de control comparativo de un gen "constitutivo" como un miembro de la familia de
actina). Opcionalmente, se puede determinar la secuencia del ADNc diana amplificado.

Los métodos opcionales incluyen protocolos que examinan o detectan los ARNm, tal como ARNm diana, en un tejido
o0 muestra celular mediante tecnologias de micromatrices. El uso de micromatrices de acido nucleico, las muestras de
ARNm de ensayo y control de las muestras de ensayo y control se transcriben inversamente y se etiquetan para
generar sondas de ADNc. Las sondas se hibridan a continuacion con una matriz de acidos nucleicos inmovilizados en
un soporte solido. La matriz esta configurada de tal manera que se conoce la secuencia y la posicion de cada miembro
de la matriz. Por ejemplo, una seleccion de genes cuya expresion se correlaciona con una poblacién celular capaz de
provocar una respuesta regenerativa se puede agrupar en un soporte solido. La hibridacién de una sonda etiquetada
con un miembro de matriz particular indica que la muestra de la que se obtiene la sonda expresa ese gen.

De acuerdo con algunos casos, la presencia y/o nivel/cantidad se mide observando los niveles de expresion de
proteinas de un gen mencionado anteriormente. En ciertos casos, el método comprende poner en contacto la muestra
biolégica con anticuerpos frente a un biomarcador que se describe en el presente documento en condiciones
permisivas para la unién del biomarcador, y detectar si se forma un complejo entre los anticuerpos y el biomarcador.

En ciertos casos, la presencia y/o nivel/cantidad de proteinas biomarcadoras en una muestra se examinan usando

protocolos de IHC y de tincion. Se ha demostrado que la tincion con IHC de células es un método confiable para
determinar o detectar la presencia de proteinas en una muestra. En un nivel de situacion el biomarcador se determina
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mediante un método que comprende: (a) realizar el analisis IHC de una muestra (tal como una muestra de células
renales) con un anticuerpo; y b) determinar el nivel de un biomarcador en la muestra. En algunos casos, la intensidad
de tincién con IHC se determina con respecto a un valor de referencia.

La IHC se puede llevar a cabo en combinacion con técnicas adicionales tales como tincién morfoldgica y/o hibridacion
fluorescente in situ. Hay dos métodos generales de IHC disponibles; ensayos directos e indirectos. De acuerdo con el
primer ensayo, la unién del anticuerpo al antigeno diana se determina directamente. Este ensayo directo usa un
reactivo etiquetado, tal como una etiqueta fluorescente o un anticuerpo primario marcado con enzima, que se puede
visualizar sin interaccion adicional del anticuerpo. En un ensayo indirecto habitual, el anticuerpo primario no conjugado
se une al antigeno y a continuaciéon un anticuerpo secundario etiquetado se une al anticuerpo primario. Cuando el
anticuerpo secundario se conjuga con un marcador enzimatico, se afiade un sustrato cromogénico o fluorogénico para
proporcionar la visualizacion del antigeno. La amplificacién de la sefial se produce porque varios anticuerpos
secundarios pueden reaccionar con diferentes epitopos en el anticuerpo primario.

El anticuerpo primario y/o secundario usado para IHC generalmente se etiquetara con un resto detectable. Existen
numerosas etiquetas disponibles que se pueden agrupar generalmente en las siguientes categorias: (a)
Radioisotopos, como 35S, 14C, 1251, 3H, y 131l; (b) particulas de oro coloidales; (c) etiquetas fluorescentes que
incluyen, pero no se limitan a, quelatos de tierras raras (quelatos de europio), rojo Texas, rodamina, fluoresceina,
dansilo, lisamina, umbeliferona, ficoeritina, ficocianina, o fluoréforos disponibles en el mercado tal como SPECTRUM
ORANGE7 y SPECTRUM GREENY7 y/o derivados de uno cualquiera o mas de los mencionados anteriormente; (d)
varias etiquetas de enzima-sustrato estan disponibles y el documento de Patente de Estados Unidos N.° 4.275.149
proporciona una revision de algunas de estas. Los ejemplos de etiquetas enzimaticas incluyen luciferasas (por
ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; patente de Estados Unidos N.° 4.737.456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazinadionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de rabano picante (HRP),
fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa,
galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tal como uricasa y xantina oxidasa),
lactoperoxidasa, microperoxidasa, y similares.

Los ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato que incluyen, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante (HRP)
con hidrogenoperoxidasa como sustrato; fosfatasa alcalina (AP) con fosfato de para-Nitrofenilo como sustrato
cromogénico; y B-D-galactosidasa (3-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-B-D-galactosidasa)
o sustrato fluorogénico (por ejemplo, 4-metilumbeliferil-B-D-galactosidasa). Para una revision general de estos, véanse
los documentos de patente de Estados Unidos N.°® 4.275.149 y 4.318.980.

En un método a modo de ejemplo, la muestra se puede poner en contacto con un anticuerpo especifico para el
biomarcador en condiciones suficientes para que se forme un complejo de anticuerpo-biomarcador, y a continuacion
detectar el complejo. La presencia del biomarcador se puede detectar de varias maneras, tal como mediante
transferencia de Western y procedimientos de ELISA para analizar una gran diversidad de tejidos y muestras,
incluyendo plasma o suero. Hay disponibilidad de una amplia gama de técnicas de inmunoensayo que usan dicho
formato de ensayo, véanse, por ejemplo, los documentos de patente de Estados Unidos N.°® 4.016.043, 4.424.279 y
4.018.653. Estos incluyen ensayos de un solo sitio y de dos sitios o "sandwich" de los tipos no competitivos, asi como
en los ensayos de unién competitiva tradicionales. Estos ensayos también incluyen la unién directa de un anticuerpo
etiquetado para un biomarcador diana.

La presencia y/o nivel/cantidad de un biomarcador seleccionado en un tejido o muestra celular también se puede
examinar por medio de ensayos funcionales o basados en la actividad. Por ejemplo, si el biomarcador es una enzima,
se pueden llevar a cabo ensayos conocidos en la técnica para determinar o detectar la presencia de la actividad
enzimatica dada en el tejido o muestra celular.

En ciertos casos, las muestras estan normalizadas para ambas diferencias en la cantidad del biomarcador sometido
a ensayo y variabilidad en la calidad de las muestras usadas, y variabilidad entre realizaciones de ensayos. Una
normalizacion de ese tipo se puede conseguir mediante la deteccion e incorporacion del nivel de ciertos biomarcadores
de normalizacion, incluyendo los genes constitutivos conocidos, tal como ACTB. Como alternativa, la normalizacion
se puede basar en la sefial media o mediana de todos los genes analizados o en un gran subconjunto de los mismos
(enfoque de normalizacion global). En una base de gen a gen, la cantidad normalizada medida de un ARNm o proteina
tumoral del sujeto se compara con la cantidad encontrada en un conjunto de referencia. Los niveles de expresion
normalizados para cada ARNm o proteina por tumor sometido ensayo por sujeto se pueden expresar como un
porcentaje del nivel de expresion medido en el conjunto de referencia. La presencia y/o nivel/cantidad de expresion
medida en una muestra de sujeto particular que se va a analizar entrara en algun percentil dentro de este intervalo,
que se puede determinar mediante métodos bien conocidos en la técnica.

En algunos casos, la citoqueratina se selecciona entre CK8, CK18, CK19 y combinaciones de las mismas. En ciertos
casos, la citoqueratina es CK8, CK18, CK19, CK8/CK18, CK8/CK19, CK18/CK19 o CK8/CK18/CK19, en las que la "/"
se refiere a una combinacion de las citoqueratinas adyacentes a las mismas. En todos los casos, la citoqueratina tiene
un nivel de expresion superior a aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %, aproximadamente un 90 %,
o aproximadamente un 95 %.
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En algunos casos, la GGT es GGT-1. En todos los casos la GGT tiene un nivel de expresion superior a
aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 18 %, aproximadamente un 20 %,
aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 35 %, aproximadamente un 40 %,
aproximadamente un 45 %, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 55 %, o aproximadamente un 60 %.

6. Métodos de uso

Las formulaciones de la presente divulgacién se pueden administrar para el tratamiento de enfermedades. Por
ejemplo, las células bioactivas se pueden administrar a un 6rgano nativo como parte de una formulacién que se
describe en el presente documento. En un caso, las células bioactivas se deben obtener a partir del 6rgano nativo Que
es el objeto de la administracion o de una fuente que no es el 6rgano nativo diana.

La presente divulgacion describe métodos para el tratamiento de una enfermedad renal, anemia, o deficiencia de EPO
en un sujeto con necesidad con las formulaciones que contiene poblaciones de células renales y combinaciones de
células renales como se describe en el presente documento. En un caso, el método comprende Administrara el sujeto
una formulacién que contiene una composicién que incluye una primera poblacion de células de rifién enriquecida con
células que producen EPO. En otro caso, la primera poblacion celular esta enriquecida con células que producen EPO,
las células glomerulares, y células vasculares. En un caso, la primera poblacion de células de rifién es una poblacion
de células B4'. En otro caso, la composiciéon puede incluir ademas una o mas poblaciones de células renales
adicionales. En un caso, la poblacion celular adicional es una segunda poblacién celular no enriquecida con células
que producen EPO. En otro caso, la poblacién celular adicional es una segunda poblacién celular no enriquecida con
células que producen EPO, las células glomerulares, o células vasculares. En otro caso, la composicion también
incluye una poblacion de células de rifidn o combinaciéon de células renales depositadas sobre, embebidas en,
revestidas con, suspendidas en, o atrapadas en un biomaterial para formar un constructo implantable, como se
describe en el presente documento, para el tratamiento de una enfermedad o trastorno que se describe en el presente
documento. En un caso, las poblaciones celulares se usan solas o en combinacién con otras células o biomateriales,
por ejemplo, hidrogeles, armazones porosos, o péptidos o proteinas nativos o sintéticos, para estimular la regeneracion
en patologias agudas o cronicas.

El tratamiento eficaz de una enfermedad renal en los métodos que se desvelan en el presente documento se puede
observar a través de diversos indicadores de eritropoyesis y/o funcion renal. En un caso, los indicadores de
homeostasis eritroide incluyen, pero no se limitan a, hematocrito (HCT), hemoglobina (HB), hemoglobina corpuscular
media (MCH), recuento de gldbulos rojos (RBC), numero de reticulocitos, % de reticulocitos, volumen corpuscular
medio (MCV), y ancho de distribucion de glébulos rojos (RDW). En otro caso, los indicadores de funcién renal incluyen,
pero no se limitan a, albumina en suero, proporcion de albumina con respecto a globulina (proporcion A/G), fésforo en
suero, sodio en suero, tamafio del rifidn (medible por ultrasonido), calcio en suero, proporcion de calcio:fosforoso,
potasio en suero, proteinuria, creatinina urinaria, creatinina en suero, urea nitrogenada en sangre (BUN), niveles de
colesterol, niveles de triglicéridos y tasa de filtracién glomerular (GFR). Ademas, varios indicadores de salud general
y bienestar incluyen, pero no se limitan a, aumento o pérdida de peso, supervivencia, presion arterial (presion arterial
sistémica media, presion arterial diastdlica, presion arterial sistolica) y rendimiento de resistencia fisica.

En otro caso, un tratamiento eficaz con una formulacién bioactiva de células renales se pone en evidencia por la
estabilizacion de uno o mas indicadores de la funcion renal. La estabilizacion de la funcién renal se demuestra
mediante la observacién de un cambio en un indicador en un sujeto tratado con un método que se describe en el
presente documento en comparacion con el mismo indicador en un sujeto que no ha sido tratado con el método que
se escribe en el presente documento. Como alternativa, la estabilizacion de la funcién renal se puede demostrar
mediante la observacién de un cambio en un indicador en un sujeto tratado con un método en el presente documento
en comparacion con el mismo indicador en el mismo sujeto antes del tratamiento. El cambio en el primer indicador
puede ser un aumento o una disminucién del valor. En un caso, el tratamiento proporcionado por la presente
divulgacion puede incluir la estabilizacion de los niveles de nitrégeno ureico en sangre (BUN) en un sujeto en el que
los niveles de BUN observados en el sujeto son mas bajos en comparacion con un sujeto con una patologia similar
que no ha sido tratado con los métodos de la presente divulgacion. En otro caso, el tratamiento puede incluir la
estabilizacion de los niveles de creatinina en suero en un sujeto en el que los niveles de creatinina en suero observados
en el sujeto son mas bajos en comparacion con un sujeto con una patologia similar que no ha sido tratado con los
métodos de la presente divulgacion. En otro caso, el tratamiento puede incluir la estabilizacién de los niveles de
hematocrito (HCT) en un sujeto en el que los niveles de HCT observados en el sujeto son mas altos en comparacion
con un sujeto con una patologia similar que no ha sido tratado por los métodos de la presente divulgacion. En otro
caso, el tratamiento puede incluir la estabilizacion de los niveles de gldbulos rojos (RBC) en un sujeto en el que los
niveles de RBC observados en el sujeto son mas altos en comparacién con un sujeto con una patologia similar que
no ha sido tratado con los métodos de la presente divulgacion. Las personas con una experiencia habitual en la materia
observaran que uno o mas indicadores adicionales que se describen en el presente documento o que se conocen en
la técnica se pueden medir para determinar el tratamiento eficaz de una enfermedad renal en el sujeto.

La presente divulgacion describe formulaciones para su uso en métodos para proporcionar homeostasis eritroide en
un sujeto. En un caso, el método incluye la etapa de (a) administrar al sujeto una formulacién que contiene una
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poblacién de células renales, por ejemplo, B2 o B4, o combinacion de células renales, por ejemplo, B2/B4’ y/o B2/B3,
0 una poblacion de células renales enriquecida, como se describe en el presente documento; y (b) determinar, en una
muestra bioldgica del sujeto, que el nivel de un indicador de eritropoyesis es diferente con respecto al nivel de indicador
encontrado, en el que la diferencia en el nivel de indicador (i) indica que el sujeto responde a la etapa de administracion
(a), o (ii) es indicativo de homeostasis eritroide en el sujeto. En otro caso, el método incluye la etapa de (a) administrar
al sujeto una formulaciéon que comprende una poblacion de células renales o combinacion de células renales como se
describe en el presente documento; y (b) determinar, en una muestra biolégica del sujeto, el nivel de un indicador de
eritropoyesis es diferente con respecto al nivel de indicador en un control, en el que la diferencia en el nivel de indicador
(i) indica que el sujeto responde a la etapa de administracion (s), o (ii) es indicativo de homeostasis eritroide en el
sujeto. En otro caso, el método incluye la etapa de (a) proporcionar un biomaterial o armazén polimérico biocompatible;
(b) depositar una poblacién de células renales o combinacion de células renales de la presente divulgacion sobre o
dentro del biomaterial o armazén de una manera que se describe en el presente documento para formar un constructo
implantable; (c) preparar una formulacion que contiene el constructo; (d) implantar el constructo en el sujeto; y (e)
determinar, en una muestra biolégica del sujeto, que el nivel de un indicador de eritropoyesis es diferente con respecto
al nivel de indicador en un control, en el que la diferencia en el nivel de indicador (i) indica que el sujeto responde a la
etapa de administracion (a), o (ii) es indicativo de homeostasis eritroide en el sujeto.

La presente divulgacion describe formulaciones para su uso en métodos para proporcionar tanta estabilizacion de la
funcién renal como restauracion de la homeostasis eritroide en un sujeto con necesidad, dicho sujeto teniendo tanto
un déficit de funciéon renal como una anemia y/o deficiencia de EPO. En un caso, el método incluye la etapa de
administrar una formulacién que contiene una poblacién de células renales o combinacién de células renales como se
describe en el presente documento que contiene uno o mas de los siguientes tipos celulares: células obtenidas a partir
de tubulos, células obtenidas a partir de glomérulos, células obtenidas a partir de intersticios, células obtenidas a partir
de conductos de recogida, células obtenidas a partir de tejido del estroma, o células obtenidas a partir de la
musculatura. En otro caso, la poblacion o combinacién contiene tanto células que producen EPO como células
epiteliales tubulares, las células tubulares habiendo sido identificadas mediante al menos uno de los siguientes
marcadores: megalina, cubilina, acido hialurénico sintasa 2 (HAS2), vitamina D3 25-Hidroxilasa (CYP2D25), N-
cadherina (Ncad), E-cadherina (Ecad), Acuaporina-1 (Aqp1), Acuaporina-2 (Aqp2), RAB17, miembro de la familia de
oncogenes RAS (Rab17), proteina 3 de unién a GATA (Gata3), regulador 4 de transporte i6nico que contiene el
dominio FXYD (Fxyd4), familia 9 de vehiculo de soluto (intercambiador de sodio/hidrogeno), miembro 4 (Slc9a4),
familia de la aldehido deshidrogenasa 3, miembro B1 (Aldh3b1), familia de la aldehido deshidrogenasa 1, miembro A3
(Aldhla3), y Calpaina-8 (Capn8). En este caso, el tratamiento del sujeto se podria demostrar mediante una mejora en
al menos un indicador de funcion renal simultaneo con una mejora en al menos un indicador de eritropoyesis, en
comparacion con cualquiera de un sujeto tratado o para los indicadores de tratamiento previo del sujeto.

La presente divulgacion describe formulaciones para su uso en métodos para (i) tratar una enfermedad renal, anemia,
o una deficiencia de EPO; (ii) estabilizar la funcion renal, (iii) restaurar la homeostasis eritroide, o (iv) cualquier
combinacion de las mismas mediante la administracién de una poblacion de células renales enriched for células que
producen EPO o combinacién de células renales que contiene una poblacion celular enriquecidas con células que
producen EPO como se describe en el presente documento, en el que los efectos beneficiosos de la administracion
son mayores que los efectos de la administracion de una poblacién celular no enriquecida con células que producen
EPO. En otro caso la poblacion de células enriquecidas proporciona una mejora del nivel de sangre en suero y
nitrégeno ureico (BUN). En otro caso, la poblacion de células enriquecidas proporciona una mejora de la retencion de
proteinas en el suero. En otro caso, la poblacién de células enriquecidas proporciona una mejora de niveles de
colesterol y/o triglicéridos en suelo. En otro caso, la poblacion de células enriquecidas proporciona una mejora del
nivel de vitamina D. En un caso, la poblaciéon de células enriquecidas proporciona una mejora de la proporcion de
fésforo: calcio en comparacion con una poblacion de células no enriquecidas. En otro caso, la poblacion de células
enriquecidas proporciona una mejora del nivel de hemoglobina en comparacion con una poblaciéon de células no
enriquecidas. Ademas en un caso, la poblacién de células enriquecidas proporciona una mejora del nivel de creatinina
en suero en comparacion con una poblacion de células no enriquecidas. Ademas en otro caso, la poblacién de células
enriquecidas proporciona una mejora del nivel de hematocrito en comparaciéon con una poblacion de células no
enriquecidas. Ademas en un caso, la poblacion de células enriquecidas proporciona una mejora del nivel numero de
glébulos rojos (N.° de RBC) en comparacion con una poblacion de células no enriquecidas. En un caso, el aumento
del nivel de hematocrito se restaura a un nivel sano normal de un 95 %. Ademas en un caso, la poblacién de células
enriquecidas proporciona un aumento del nimero de reticulocitos en comparacion con una poblacién de células no
enriquecidas. En otros casos, la poblacion de células enriquecidas proporciona un aumento del porcentaje de
reticulocitos en comparacién con una poblacion de células no enriquecidas. Ademas en otros casos, la poblacién de
células enriquecidas proporciona una mejora del nivel de ancho de distribucion del volumen de glébulos rojos (RDW)
en comparacién con una poblaciéon de células no enriquecidas. Ademas en otro caso, la poblaciéon de células
enriquecidas proporciona una mejora del nivel de hemoglobina en comparacion con una poblaciéon de células no
enriquecidas. Ademas en otro caso, la poblacion de células enriquecidas proporciona una respuesta eritroyética en la
médula 6sea, de modo que la celularidad de la médula es casi normal y la proporcién de mieloides:eritroides es casi
normal.

La presente divulgacion describe formulaciones para su uso en métodos para (i) tratar una enfermedad renal, anemia,
o una deficiencia de EPO; (ii) estabilizar la funcion renal, (iii) restaurar la homeostasis eritroide, o (iv) cualquier
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combinacion de los mismos mediante la administracion de una poblacion de células enriquecidas, en el que los efectos
beneficiosos de la administracion de una poblacion de células renales o combinacién de poblaciones de células renales
que se describe en el presente documento se caracterizan por una mejora de la homeostasis eritroide cuando se
compara con los efectos beneficiosos proporcionados por la administracion de la EPO recombinante (rEPO). En un
caso, la poblacién o combinacion, cuando se administra a un sujeto con necesidad proporciona una mejora de la
homeostasis eritroide (tal como se determina con el hematocrito, hemoglobina, o N.° de RBC) cuando se compara con
la administracion de proteina EPO recombinante. En un caso, la poblacién o combinacion, cuando se administra
proporciona una mejora del nivel de hematocrito, RBC, o hemoglobina en comparacion con EPO recombinante, que
no es superior a un aproximadamente un 10 % inferior o superior al hematocrito en un control. Ademas en un caso,
una sola dosis o administracion de la poblacion o combinacion, cuando se administra proporciona una mejora de la
homeostasis eritroide (tal como se determina mediante un aumento de hematocrito, hemoglobina, o N.° de RBC) en
el sujeto tratado durante un periodo de tiempo que supera formas significativas del periodo de tiempo en el que una
sola dosis o administracion de la proteina EPO recombinante proporcioné una mejora de la homeostasis eritroide. En
otro caso, la poblacién o combinacién, cuando se administra una dosis que se describe en el presente documento
dara como resultado hematocrito, hemoglobina, o N.° de RBC superiora aproximadamente un 110 % de los niveles
normales en controles sanos emparejados. Ademas en un caso, la poblacion o combinacién, cuando se administra
una dosis que se describe en el presente documento proporciona superior homeostasis eritroide (tal como se
determina con hematocrito, hemoglobina, o N.° de RBC) en comparacién con la proteina EPO recombinante
administrara una dosis que se describe en el presente documento. En otro caso, la EPO recombinante se administra
una dosis de aproximadamente 100 IU/kg, aproximadamente 200 I|U/kg, aproximadamente 300 IU/kg,
aproximadamente 400 1U/kg, o aproximadamente 500 IU/kg. Las personas con una experiencia habitual en la materia
observaran que pueden ser adecuadas otras dosificaciones de EPO recombinante conocidas en la técnica.

Otro caso de la presente divulgacion se refiere al uso de formulaciones que contienen al menos una poblacién celular,
incluyendo poblaciones de células enriquecidas y combinaciones de las mismas, que se describen en el presente
documento, o un constructo implantable que se describe en el presente documento, o productos secretados como se
describe en el presente documento, para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
renal, anemia, o deficiencia de EPO en sujeto con necesidad, para proporcionar homeostasis eritroide en un sujeto
con necesidad, la mejora de la funcién renal en un sujeto con necesidad, o para proporcionar un efecto regenerador a
un rifion nativo.

Otro caso de la presente divulgacion se refiere formulaciones que contienen poblaciones de células enriquecidas(s)
especificas (que se describen en el presente documento) para el tratamiento de una enfermedad renal de etiologia
especifica, basandose en la seleccion de subpoblacién o subpoblaciones celulares especificas basandose en atributos
terapéuticos verificados es decir.

La presente divulgacion ademas describe formulaciones para su uso en métodos para tratar una enfermedad renal en
un sujeto con necesidad, que comprende: administrar al sujeto una formulacion que comprende una combinacion de
células renales de mamifero que comprende una primera poblacién celular, B2, una poblacion aislada y enriquecida
de células tubulares que tienen una densidad entre 1,045 g/ml y 1,052 g/ml, y una segunda poblacién celular, B4’, que
comprende células que producen eritropoyetina (EPO) y células vasculares pero agotamiento de células glomerulares
que tienen una densidad entre 1,063 g/mly 1,091 g/ml, en las que la combinacién no incluye una poblacién de células
B1 que comprende células granulares grandes del conducto de recogida y el sistema tubular que tienen una densidad
< 1,045 g/ml, o una poblacién de células B5 que comprende residuos y células pequefias de baja granularidad y
viabilidad con una densidad > 1,091 g/ml. En ciertos casos, el método incluye determinar en una muestra de ensayo
del sujeto que el nivel de un indicador de funcién renal indicator diferente con respecto al nivel de indicador en un
control, en el que la diferencia del nivel de indicador es indicativa de un arreglo con reducciéon en disminucion,
estabilizacion, o una mejora de una o mas funciones renales en el sujeto. En un caso, la poblacion de células B4’
usada en el método se caracteriza por la expresién de un marcador vascular. En ciertos casos, la poblacion de células
B4’ usada en el método no se caracteriza por la expresion de un marcador glomerular. En un caso, la combinacién de
células usadas en el método es capaz de expresion de eritropoyetina que se puede modificar con oxigeno (EPO). En
ciertos casos, la enfermera renal que se va a tratar con los métodos de la divulgacion va acompafiada por una
deficiencia de eritropoyetina (EPO). En ciertos casos, la deficiencia de EPO es anemia. En algunos casos, la
deficiencia de EPO o anemia se produce de forma secundaria con respecto a la insuficiencia renal en el sujeto. En
algunos otros casos, la deficiencia de EPO o anemia se produce de forma secundaria con respecto a un trastorno
seleccionado entre el grupo que consiste en insuficiencia renal crénica, deficiencia de EPO primaria, quimioterapia o
terapia antiviral, cancer no mieloide, infeccion por VIH, enfermedad hepatica, insuficiencia cardiaca, artritis reumatoide,
o insuficiencia sistémica multiorganica. En ciertos casos, la composicion usada en el método ademas comprende un
biomaterial que comprende uno o mas polimeros sintéticos y/o proteinas o tejidos de origen natural, biocompatibles,
en el que la combinacion esta revestida con, depositada sobre o en, atrapada en, suspendida en, embebida en y/o de
otro modo combinada con el biomaterial. En ciertos casos, la combinacion usada en las formulaciones de la divulgacion
se obtiene a partir de tejido de riidn de mamifero o células de rifidn de mamifero cultivadas. En otros casos, la
combinacion se obtiene a partir de una muestra de rifion que es autéloga con respecto al sujeto con necesidad. En
una realizacién, la muestra es una biopsia de rifién. En otros casos, la formulacién contiene una combinacién obtenida
a partir de la muestra de rifidn no autéloga.
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La divulgacion ademas describe un uso de una formulaciéon que contiene las preparaciones celulares y combinaciones
que se describen en el presente documento o un constructo implantable de la presente divulgacion para la preparacion
de un medicamento util en el tratamiento de una enfermedad renal, anemia o deficiencia de EPO en un sujeto con
necesidad del mismo.

La presente divulgacion también describe formulaciones para su uso en métodos para la regeneraciéon de un rifion
nativo en un sujeto con necesidad de las mismas. En un caso, el método incluye la etapa de administracion o
implantacion de una poblacion, combinacion, o constructo celular que se describe en el presente documento al sujeto.
Un rifidn nativo regenerado se puede caracterizar por un numero de indicadores que incluyen, pero no se limitan a,
desarrollo de la funcidon o capacidad en el rifién nativo, mejora de la funcién o la capacidad en el rifidén nativo, y la
expresion de ciertos marcadores en el rifidn nativo. En un caso, la funcién o capacidad desarrollada o mejorada se
puede observar basandose en los diversos indicadores de homeostasis eritroide y funcion renal que se han descrito
anteriormente. En otro caso, el rifidon regenerado se caracteriza por expresion diferencial de uno o mas marcadores
de células madre. El marcador de células madre puede ser uno o mas de los siguientes: SRY (region Y determinante
del sexo)-caja 2 (Sox2); Factor de Transcripcion de Células Embrionarias No Diferenciadas (UTF1); Homoélogo Nodal
de Raton (NODAL); Prominina 1 (PROM1) o CD133 (CD133); CD24; y cualquier combinacion de los mismos (véase
llagan et al., documento PCT/US2011/036347). En otro caso, la expresion el marcador marcadores de células madre
esta regulada de forma positiva en comparacién con control.

Las poblaciones celulares que se describe en el presente documento, incluyendo poblaciones de células enriquecidas
y combinaciones de las mismas, asi como construcciones que contienen las mismas se pueden usar para proporcionar
un efecto regenerador a un rifidn nativo. El efecto puede ser proporcionado por las propias células y/o por productos
secretados a partir de las células. El efecto regenerador se prevé caracterizar por uno o mas de los siguientes: una
reduccion de la transicion epitelial-mesenquimal (que puede se puede realizar mediante atenuacion de la sefializacion
de TGF-B); una reduccion de la fibrosis renal; una reduccion de la inflamacion renal; expresion diferencial del marcador
de células madre en el rifidn nativo; migracion de células implantadas y/o células nativas a un sitio de lesion renal, por
ejemplo, lesion tubular, injerto de células implantadas en un sitio de lesion renal, por ejemplo, lesion tubular;
estabilizacion de uno o mas indicadores de funcién renal (como se describe en el presente documento); restauracion
de homeostasis eritroide (como se describe en el presente documento); y cualquier combinacion de los mismos.

7. Métodos para monitorizar la regeneracion

La presente divulgacion describe un método de prondstico para monitorizar la regeneracion de un rifidn nativo después
de la administracién o implantacién de una formulacién que contiene una poblacién, combinacién, o constructo celular
que se describe en el presente documento al sujeto. En un caso, el método incluye la etapa de detectar el nivel de
expresion del marcador en una muestra de ensayo obtenida a partir del sujeto y en una muestra de control, en el que
un nivel de expresion mas elevado del marcador en la muestra de ensayo, en comparacion con la muestra de control,
es pronostico para regeneracion del rifion nativo en el sujeto. En otro caso, el método incluye la deteccion de la
expresion de uno o mas marcadores de células madre en la muestra. El marcador de células madre se puede
seleccionar entre Sox2; UTF1; NODAL; CD133; CD24; y cualquier combinacién de los mismos (véase el Ejemplo 11
de llagan et al., documento PCT/US2011/036347). La etapa de detecciéon puede incluir la determinacion de que la
expresion del marcador o marcadores de células madre esta regulada de forma positiva o es mas elevada en la
muestra de ensayo con respecto a una muestra de control, en la que el nivel de expresiéon mas elevado es prondstico
para regeneracion del rifidn nativo del sujeto. En otro caso, la expresion del ARNm del marcador o marcadores de
células madre se detecta. En otros casos, la deteccion de la expresion del ARNm seca de producir mediante un método
basado en PCR, por ejemplo, gRT-PCR. La hibridacion in sifu también se puede usar para la deteccion de la expresion
del ARNm. En otro caso, la expresion polipeptidico del marcador de células madre también se puede detectar usando
un agente antimarcador de células madre. En otro caso, el agente es un anticuerpo frente al marcador. En otro caso,
la expresioén politécnica del marcador de células madre se detecta usando inmunohistoquimica o una transferencia de
Western. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros métodos para detectar ARNm y/o
expresion politécnica de marcadores.

La divulgacion describe métodos para pronosticar la evaluacién de un paciente después de la implantacion o
administraciéon de una formulacién que contiene una poblacién, combinacién, o constructo celular que se describe en
el presente documento. En un caso, el método incluye la etapa de detectar el nivel de expresion del marcador en una
muestra de ensayo obtenida a partir de dicho sujeto; (b) determinar el nivel de expresion en la muestra de ensayo con
respecto al nivel de expresion del marcador con respecto a una muestra de control (o un valor de referencia de control);
y (c) predecir el prondstico regenerativo del paciente basandose en la determinacion de niveles de expresion del
marcador, en un nivel mas elevado de expresion de marcador en la muestra de ensayo, en comparacion con la muestra
de control (o un valor de referencia de control), es prondstico para regeneracion en el sujeto.

La presente divulgacion ademas describe métodos de prondstico para monitorizar la regeneracion de un rifidn nativo
después de la administracion o implante de una formulacién que contiene una poblaciéon, combinacién, o constructo
celular que se describe en el presente documento al sujeto, en el que se us6é un método no invasivo. Como una
alternativa a la biopsia de tejido, un resultado regenerativo en el sujeto que recibe tratamiento se puede evaluar a
partir del examen de un fluido corporal, por ejemplo, orina. Se ha descubierto que las microvesiculas obtenidas a partir
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de fuentes de orina obtenidas a partir del sujeto contienen ciertos componentes que incluyen, pero no se limitan a,
proteinas especificas y a los ARNmi que por ultimo se tienen a partir de las poblaciones de células renales impactadas
por tratamiento con las poblaciones celulares de la presente divulgacion. Estos componentes pueden incluir factores
implicados en la replicacion y diferenciacion de células madre, apoptosis, inflamacion e inmunomodulacion. Un analisis
temporal de patrones de expresion de ARNmi/proteina asociados con microvesiculas permite una monitorizacion
continua de los resultados degenerativos dentro del rifion de sujetos que reciben las poblaciones celulares,
combinaciones, o construcciones de la presente divulgacion.

Estas vesiculas obtenidas a partir de rifidn y/o los contenidos luminales de vesiculas obtenidas a partir de rifién vertidas
en la orina de un sujeto se pueden analizar para buscar biomarcadores indicativos de resultado regenerativo.

En un caso, la presente divulgacion describe métodos para evaluar si un paciente con enfermedad renal (KD) responde
al tratamiento con una formulacién terapéutica. EI método puede incluir la etapa de determinar o detectar la cantidad
de vesiculas o su contenido luminal en una muestra de ensayo obtenida de un paciente con KD tratado con la
terapéutica, en comparacion con o con respecto a la cantidad de vesiculas en una muestra de control, en donde una
cantidad mayor o menor de vesiculas o su contenido luminal en la muestra de ensayo en comparacion con la cantidad
de vesiculas o su contenido luminal en la muestra de control es indicativo de la respuesta del paciente tratado al
tratamiento con el terapéutico.

La presente divulgacion también describe un método para monitorizar la eficacia del tratamiento con un agente
terapéutico en un paciente con KD. En un caso, el método incluye la etapa de determinar o detectar la cantidad de
vesiculas en una muestra de ensayo obtenida de un paciente con KD tratado con el agente terapéutico, en
comparacién con o con respecto a la cantidad de vesiculas o sus contenidos luminales en una muestra de control, en
el que una cantidad mayor o menor de vesiculas o sus contenidos luminales en la muestra de ensayo en comparacion
con la cantidad de vesiculas o sus contenidos luminales en la muestra de control es indicativo de la eficacia del
tratamiento con el agente terapéutico en el paciente con KD.

La presente divulgacion describe un método para identificar una subpoblacion de pacientes para que un agente sea
eficaz para tratar la enfermedad renal (KD). En un caso, el método incluye la etapa de determinar una correlacion entre
la eficacia del agente y la presencia de una cantidad de vesiculas o su contenido luminal en muestras de la
subpoblacién del paciente en comparacién con la cantidad de vesiculas o su contenido luminal en una muestra
obtenido de una muestra de control, en el que una cantidad mayor o menor de vesiculas en las muestras de la
subpoblacién del paciente en comparacion con la cantidad de vesiculas o sus contenidos luminales en la muestra de
control es indicativo de que el agente es eficaz para tratar KD en el subpoblacion de pacientes.

La etapa de determinacién o deteccidn puede incluir el analisis de la cantidad de ARNmi u otros productos secretados
que pueden existir en la muestra de ensayo, por ejemplo, orina.

Los métodos de prondstico no invasivos pueden incluir la etapa de obtener una muestra de orina del sujeto antes y/o
después de la administracion o implantacién de una poblacién, combinacién, o constructo celular que se describe en
el presente documento. Las vesiculas y otros productos secretados se pueden aislar de las muestras de orina usando
técnicas especificas, que incluyen, pero no se limitan a, centrifugacion para retirar residuos no deseados (Zhou et al.
2008. Kidney Int. 74 (5): 613-621; Skog et al., solicitud de patente publicada de Estados Unidos N.° 20110053157).

La presente divulgacion se refiere a métodos no invasivos para detectar el resultado regenerativo en un sujeto después
del tratamiento. Los métodos implican la deteccidon de vesiculas o sus contenidos luminales en orina de un sujeto
tratado. El contenido luminal puede ser uno o mas ARNmi. La deteccién de combinaciones o paneles de los ARNmi
individuales puede ser adecuada para los métodos de prondéstico de ese tipo. Las combinaciones a modo de ejemplo
incluyen dos o mas de los siguientes: miR-24; miR-195; miR-871; miR-30b-5p; miR-19b; miR-99a; miR-429; let-7f;
miR-200a; miR-324-Sp; miR-10a-5p; y cualquier combinacion de los mismos. En un caso, la combinacion de los
ARNmi pueden incluir 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o mas ARNmi individuales. Las personas con una experiencia
habitual en la materia observaran que otros ARNmi y combinaciones de ARNmi pueden ser adecuados para su uso
en métodos de prondstico de ese tipo. Las fuentes de ARNmi adicionales incluyen miRBase en http://mirbase.org, que
esta alojado y mantenido en la Facultad de Ciencias de la Vida en la Universidad de Manchester.

Los expertos en la materia observaran que los métodos de prondstico para detectar la regeneracion pueden ser
adecuados para sujetos tratados con agentes terapéuticos conocidos en la técnica, ademas de las poblaciones
celulares y las construcciones son adecuadas que se describen en el presente documento.

En algunos casos, la etapa determinante comprende el uso de un programa de software ejecutado con un procesador
adecuado con el fin de (i) medir el nivel diferencial de expresién de marcador (o contenidos de vesiculas/vesicula) en
una muestra de ensayo y un control; y / o (ii) analizar los datos obtenidos de la medicion del nivel diferencial de la
expresion del marcador en una muestra de ensayo y un control. El software y los procesadores adecuados se conocen
bien la técnica y estan disponibles en el mercado. El programa se puede incorporar en un software almacenado en un
medio tangible tal como un CD-ROM, un disquete, un disco duro, un DVD o una memoria asociada al procesador,
pero las personas con una experiencia habitual en la materia observaran facilmente que todo el programa o partes del
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mismo se podrian ejecutar con un dispositivo que no sea un procesador, y/o incorpora en el firmware y/o hardware
dedicado de una manera bien conocida.

Después de la etapa determinante, los resultados de la medicion, hallazgos, diagnosticos, predicciones y/o
recomendaciones de tratamiento se registran y se comunican a técnicos, médicos y/o pacientes, por ejemplo. En
ciertos casos, se usaran ordenadores para comunicar dicha informacién a las partes interesadas, tales como pacientes
y/o los médicos que atienden. En algunos casos, los ensayos se llevaran a cabo o los resultados de los analisis se
analizaran en un pais o jurisdiccion que difiere del pais o jurisdiccién a la que se comunican los resultados o
diagndsticos.

En un caso preferente, un prondstico, prediccion y/o recomendacion de tratamiento basandose en el nivel de expresion
del marcador medido en un sujeto de ensayo que tiene un nivel diferencial de expresion del marcador se comunica al
sujeto tan pronto como sea posible después el ensayo se ha completado y se genera el prondstico y/o prediccion. Los
resultados y/o informacion relacionados se pueden comunicar al sujeto por el médico que trata al sujeto. Como
alternativa, los resultados se pueden comunicar directamente a un sujeto de ensayo mediante cualquier medio de
comunicacion, incluyendo formas escritas, formas electronicas de comunicacion, tales como correo electrénico o
teléfono. La comunicacion se puede facilitar mediante el uso de un ordenador, como en el caso de las comunicaciones
por correo electrénico. En ciertos casos, la comunicacién que contiene los resultados de un ensayo de prondstico y/o
conclusiones extraidas a partir de las recomendaciones de tratamiento basadas en el ensayo, se puede generar y
entregar automaticamente al sujeto usando una combinacion de hardware y software informatico que sera familiar a
las personas expertas en telecomunicaciones. Un ejemplo de un sistema de comunicaciones orientado a la salud se
describe en el documento de Patente de Estados Unidos N.° 6.283.761; sin embargo, la presente divulgacion no se
limita a los métodos que utilizan este sistema de comunicaciones en particular. En ciertos casos de los métodos de la
divulgacion, todas o algunas de las etapas del método, incluyendo el analisis de muestras, el prondstico y/o la
prediccion de la regeneracion, y la comunicacion de los resultados o prondsticos del ensayo, se pueden realizar en
diversas jurisdicciones (por ejemplo, extranjero).

En otra situacion, los métodos de prondstico que se describen en el presente documento proporcionan informacioén a
una parte interesada con respecto al éxito regenerativo de la implantacion o administracion.

En todos los casos, los métodos para proporcionar un rifién regenerado a un sujeto que necesite dicho tratamiento
como se describe en el presente documento pueden incluir la etapa de implantacion posterior de la evaluacion de
prondstico de regeneracion como se ha descrito anteriormente.

8. Formulaciones de células bioactivas

Las formulaciones que se describen en el presente documento incorporan biomateriales que tienen propiedades que
crean un ambiente favorable para que el agente activo, tal como las células renales bioactivas, se administren a un
sujeto. En un caso, la formulacion contiene un primer biomaterial que proporciona un ambiente favorable desde el
momento en que el agente activo se formula con el biomaterial hasta el punto de administracion al sujeto. En otro
caso, el entorno favorable se refiere a las ventajas de tener células bioactivas suspendidas en un estado sintético
solido con respecto a células en un fluido (como se describe en el presente documento) antes de la administracion a
un sujeto. En ofra realizacion, el primer biomaterial es un biomaterial sensible a la temperatura. El biomaterial sensible
a la temperatura puede tener (i) un estado esencialmente sélido a aproximadamente 8 °C o inferior, y (ii) un estado
esencialmente liquido a temperatura ambiente o superior. En una realizaciéon, la temperatura ambiente es
aproximadamente la temperatura de la habitacion.

En oftra situacion, la formulacion contiene células bioactivas combinadas con un segundo biomaterial que proporciona
un entorno un entorno favorable para las células combinadas desde el momento de la formulacién hasta un momento
después de su administracion al sujeto. En un caso, el entorno favorable proporcionado por el segundo biomaterial se
refiere a las ventajas de administracion de células en un biomaterial que retiene la integridad estructural hasta el
momento de su administracion a un sujeto y durante un periodo de tiempo después de la administracion. En un caso,
la integridad estructural del segundo biomaterial después de la implantacion es de minutos, horas, dias, o semanas.
En un caso, la integridad estructural es inferior a un mes, inferior a una semana, inferior a un dia, o inferior a una hora.
La integridad estructural relativamente a corto plazo proporciona una formulacién que puede administrar el agente
activo y el biomaterial a una ubicacion diana en un tejido u érgano con una manipulacion, colocaciéon o dispersion
controladas sin que sea un impedimento u obstaculo para la interaccion de los elementos incorporados con el tejido
urbano en el que se coloco.

En otro caso, el segundo biomaterial es un biomaterial sensible a la temperatura que tiene una sensibilidad diferente
a la del primer biomaterial. El segundo biomaterial puede tener (i) un estado esencialmente solido aproximadamente
a temperatura ambiente o inferior, y (ii) un estado esencialmente liquido a aproximadamente 37 °C o superior. En un
caso, la temperatura ambiente es aproximadamente la temperatura de la habitacion.

En un caso, el segundo biomaterial son perlas reticuladas. Las perlas reticuladas pueden tener tiempos de
permanencia in vivo que se pueden modificar finalmente dependiendo del grado de reticulacion, como se describe en
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el presente documento. En ofra realizacion, las perlas reticuladas comprenden células bioactivas y son resistentes a
la degradacion enzimatica como se describe en el presente documento.

Las formulaciones de la presente divulgacion pueden incluir el primer biomaterial combinado con un agente activo, por
ejemplo, las células bioactivas, con o sin un segundo biomaterial combinado con un agente activo, por ejemplo, las
células bioactivas. Cuando una formulacioén incluye un segundo biomaterial, éste puede ser una perla sensible a la
temperatura y/o una perla reticulada. En los ejemplos que siguen a continuacion se proporcionan diversas
formulaciones representativas (véanse también las Figuras 3-7).

Las preparaciones celulares bioactivas, combinaciones, y/o construcciones que se describen en el presente
documento se pueda administrar como formulaciones de células bioactivas. En una situacion, las formulaciones
incluyen las células y uno o mas biomateriales que proporcionan estabilidad a las preparaciones celulares bioactivas,
combinaciones, y/o construcciones que se describen en el presente documento. En un caso, el biomaterial es un
biomaterial sensible a la temperatura que puede mantener al menos dos fases o estados diferentes dependiendo de
la temperatura. El biomaterial es capaz de mantener un primer estado ha una primera temperatura, un segundo estado
a una segunda temperatura, y/o un tercer estado a una tercera temperatura. El primer, segundo o tercer estados puede
ser un estado esencialmente solido, estado esencialmente liquido, o un estado esencialmente semisélido o
semiliquido. En un caso, el biomaterial tiene un primer estado a una primera temperatura y un segundo estado a una
segunda temperatura, en el que la primera temperatura es inferior a la segunda temperatura.

En otro caso, el estado del biomaterial sensible a la temperatura es un estado esencialmente sélido a una temperatura
de aproximadamente 8 °C o inferior. En otro caso, el estado esencialmente sélido se mantiene a aproximadamente
1°C, aproximadamente 2°C, aproximadamente 3°C, aproximadamente 4°C, aproximadamente 5 °C,
aproximadamente 6 °C, aproximadamente 7 °C, o aproximadamente 8 °C. En un caso, el estado esencialmente sélido
tiene la forma de un gel. En otro caso, el estado del biomaterial sensible a la temperatura es un estado esencialmente
liquido a temperatura ambiente o superior. En un caso, el estado esencialmente liquido se mantiene a
aproximadamente 31°C, aproximadamente 32°C, aproximadamente 33°C, aproximadamente 34 °C,
aproximadamente 35 °C, aproximadamente 36 °C, o aproximadamente 37 °C. En un caso, la temperatura ambiente
es aproximadamente la temperatura de la habitacion.

En otro caso, el estado del biomaterial sensible a la temperatura es un estado esencialmente sélido a una temperatura
de aproximadamente temperatura ambiente o inferior. En una realizaciéon, la temperatura ambiente es
aproximadamente la temperatura de la habitacion. En otro caso, el estado esencialmente sélido se mantiene a
aproximadamente 17 °C, aproximadamente 16 °C, aproximadamente 15°C, aproximadamente 14 °C,
aproximadamente 13 °C, aproximadamente 12°C, aproximadamente 11°C, aproximadamente 10 °C,
aproximadamente 9 °C, aproximadamente 8 °C, aproximadamente 7 °C, aproximadamente 6 °C, aproximadamente
5 °C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente 3 °C, aproximadamente 2 °C, o aproximadamente 1 °C. En un caso,
el estado esencialmente solido tiene la forma de una perla. En otro caso, el estado del biomaterial sensible a la
temperatura es un estado esencialmente liquido a una temperatura de aproximadamente 37 °C o superior. En otra
realizaciéon, el estado esencialmente sdélido se mantiene a aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C,
aproximadamente 39 °C, o aproximadamente 40 °C.

Los biomateriales sensibles a la temperatura se pueden proporcionar en forma de una solucién, en forma de perlas, o
en otras formas adecuadas que se describen en el presente documento y/o son conocidas por las personas con
experiencia habitual en la materia. Las poblaciones y preparaciones celulares que se describen en el presente
documento se pueden revestir con, depositar sobre, embeber en, unir, sembrar, suspender en, o atrapar en un
biomaterial sensible a la temperatura. Como alternativa, el biomaterial sensible a la temperatura se puede proporcionar
sin células, tal como, por ejemplo en forma de perlas espaciadoras.

En otros casos, el biomaterial sensible a la temperatura tiene un estado de transicidon entre un primer estado y un
segundo estado. En un caso, el estado de transicion es un estado transicional de sélido con respecto a liquido entre
una temperatura de aproximadamente 8 °C y aproximadamente temperatura ambiente. En un caso, la temperatura
ambiente es aproximadamente la temperatura de la habitacién. En otro caso, el estado de transicion de sélido a liquido
se produce a una o mas temperaturas de aproximadamente 8 °C, aproximadamente 9 °C, aproximadamente 10 °C,
aproximadamente 11°C, aproximadamente 12°C, aproximadamente 13°C, aproximadamente 14 °C,
aproximadamente 15 °C, aproximadamente 16 °C, aproximadamente 17 °C, y aproximadamente 18 °C.

Los biomateriales sensibles a la temperatura tienen una cierta viscosidad a una temperatura dada a medida en
centipoises (cP). En un caso, el biomaterial tiene una viscosidad a 25°C de aproximadamente 1 cP a
aproximadamente 5 cP, aproximadamente 1,1 cP a aproximadamente 4,5 cP, aproximadamente 1,2 cP a
aproximadamente 4 cP, aproximadamente 1,3 cP a aproximadamente 3,5 cP, aproximadamente 1,4 cP a
aproximadamente 3,5 cP, aproximadamente 1,5 cP a aproximadamente 3 cP, aproximadamente 1,55 cP a
aproximadamente 2,5 cP, o aproximadamente 1,6 cP a aproximadamente 2 cP. En otro caso, la solucién al 0,75 %
(p/v) tiene una viscosidad a 37 °C de aproximadamente 1,0 cP a aproximadamente 1,15 cP. La viscosidad a 37 °C
puede ser de aproximadamente 1,0 cP, aproximadamente 1,01 cP, aproximadamente 1,02 cP, aproximadamente 1,03
cP, aproximadamente 1,04 cP, aproximadamente 1,05 cP, aproximadamente 1,06 cP, aproximadamente 1,07 cP,
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aproximadamente 1,08 cP, aproximadamente 1,09 cP, aproximadamente 1,10 cP, aproximadamente 1,11 cP,
aproximadamente 1,12 cP, aproximadamente 1,13 cP, aproximadamente 1,14 cP, o aproximadamente 1,15 cP. En
otro caso, el biomaterial es una solucion de gelatina. La gelatina esta presente a aproximadamente un 0,5 %,
aproximadamente un 0,55 %, aproximadamente un 0,6 %, aproximadamente un 0,65 %, aproximadamente un 0,7 %,
aproximadamente un 0,75 %, aproximadamente un 0,8 %, aproximadamente un 0.85 %, aproximadamente un 0,9 %,
aproximadamente un 0,95 % o aproximadamente un 1 %, (p/v) en la solucién. En un ejemplo, el biomaterial es una
solucion de gelatina al 0,75 % (p/v) en PBS. En una realizacion, la solucién al 0,75 % (p/v) tiene una viscosidad a
25 °C de aproximadamente 1,6 cP a aproximadamente 2 cP. En un caso, la soluciéon al 0,75 % (p/v) tiene una
viscosidad a 37 °C de aproximadamente 1,07 cP a aproximadamente 1,08 cP. La solucion de gelatina se puede
proporcionar en PBS, DMEM, u otro disolvente adecuado.

En una situacion, la formulacion de células bioactivas también incluye un agente de viabilidad celular. En una
realizacion, el agente de viabilidad celular se selecciona entre el grupo que consiste en un antioxidante, un vehiculo
de oxigeno, un factor inmunomodulador, un factor de reclutamiento, un factor de union celular, un agente
antiinflamatorio, un factor angiogénico, un factor de curaciéon de heridas, y productos secretados a partir de células
bioactivas.

Los antioxidantes se caracterizan por la capacidad de inhibir la oxidaciéon de otras moléculas. Los antioxidantes
incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox®),
carotenoides, flavonoides, isoflavonas, ubiquinona, glutation, acido lipoico, superdxido dismutasa, acido ascorbico,
vitamina E, vitamina A, carotenoides mixtos (por ejemplo, beta caroteno, alfa caroteno, gamma caroteno, luteina,
licopeno, fitopeno, fitoflueno y astaxantina), selenio, coenzima Q10, indolo-3-carbinol, proantocianidinas, resveratrol,
quercetina, catequinas, acido salicilico, curcumina, bilirrubina, acido oxalico, acido fitico, acido lipoico, acido vanilico,
polifenoles, acido ferulico, teflavinas y derivados de los mismos. Las personas con una experiencia habitual en la
materia observaran otros antioxidantes adecuados para su uso en la presente divulgacion.

Los vehiculos de oxigeno son agentes caracterizados por la capacidad de transportar y liberar oxigeno. Incluyen, pero
no se limitan a, perfluorocarbonos y productos farmacéuticos que contiene perfluorocarbonos. Los vehiculos de
oxigeno a base de perfluorocarbono incluyen, pero no se limitan a, bromuro de perfluorooctilo (C8F17Br);
perfluorodicorotano (C8F16C12); bromuro de perfluorodecilo; perfluobron; perfluorodecalina; perfluorotripopilamina;
perfluorometilciclopiperidina; Fluosol® (perfluorodecalina y perfluorotripopilamina); Perftoran® (perfluorodecalina y
perfluorometilciclopiperidina); Oxygent® (bromuro de perfluorodecilo y perfluobron); Ocycyte™ (perfluoro (terc-
butilciclohexano)). Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros vehiculos de oxigeno a
base de perfluorocarbonopara su uso en la presente divulgacion.

Los factores inmunomoduladores incluyen, pero no se limitan a, osteopontina, factores de ligando FAS, interleuquinas,
factor beta de crecimiento transformante, factor de crecimiento obtenido a partir de plaquetas, clusterina, transferrina,
regulado después de accion, expresado por linfocitos T normales, proteina secretada (RANTES), inhibidor 1 de
activador de plasminégeno (Pai-1), factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alfa), interleuquina 6 (IL-6), microglobulina
alfa-1, y microglobulina beta-2. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros factores
inmunomoduladores adecuados para su uso en la presente divulgacion.

Los agentes antiinflamatorios o agentes inmunosupresores (que se describen a continuacion) también pueden ser
parte de la formulacién. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros antioxidantes
adecuados para su uso en las presentes formulaciones y/o tratamientos.

Los factores de reclutamiento celular incluyen, pero no se limitan a, proteina 1 quimiotactica de monocitos (MCP-1), y
CXCL-1. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros factores de reclutamiento
adecuados para su uso en las presentes formulaciones y/o tratamientos.

Los factores de unién celular incluyen, pero no se limitan a, fibronectina, procolageno, colageno, ICAM-1, factor de
crecimiento del tejido conectivo, lamininas, proteoglicanos, péptidos de adhesion celular especificos tales como RGD
e YSIGR. Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros factores de unién celular
adecuados para su uso en las presentes formulaciones y/o tratamientos.

Los factores angiogénicos incluyen, pero no se limitan a, metaloproteasa 1 de matriz (MMP1), metaloproteasa 2 de
matriz (MMP2), factor F de crecimiento endotelial vascular (VEGF), metaloproteasa 9 de matriz (MMP-9), inhibidor de
tejido o mataloproteasas -1 (TIMP-1) factor F de crecimiento endotelial vascular (VEGF), angiopoyetina-2 (ANG-2).
Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros factores angiogénicos adecuados para su
uso en las presentes formulaciones y/o tratamientos.

Los factores de curacion de heridas incluyen, pero no se limitan a, factor 1 de crecimiento de queratinocitos (KGF-1),
tejido activador de plasmindgeno (tPA), calbindina, clusterina, cistatina C, factor 3 de trébol. Las personas con una
experiencia habitual en la materia observaran otros factores de curacion de heridas adecuados para su uso en las
presentes formulaciones y/o tratamientos.
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Los productos secretados de células bioactivas que se describen en el presente documento también se pueden afadir
a la formulacién de células bioactivas como un agente de viabilidad celular.

En otra situacion, la formulacion incluye un biomaterial sensible a la temperatura que se describe en el presente
documento y una poblacién de perlas biocompatibles que contiene un biomaterial. En un caso, las perlas estan
reticuladas. La reticulacion se puede conseguir usando cualquier agente de reticulacion adecuado conocido por las
personas con una experiencia habitual en la materia, tales como, por ejemplo, carbodiimidas; aldehidos (por ejemplo,
furfural, acroleina, formaldehido, glutaraldehido, gliceril aldehido), agentes de reticulacion a base de succinimida
{suberato de Bis (sulfosucclnimidilo) (BS3), glutarato de Disuccinimidilo (DSG), suberato de Disuccinimidilo (DSS),
Ditiobis(propionato de succinimidilo), Etilenglicolbis(succinato de sulfosuccinimidilo), Etilenglicolbis(succinato de
succinimidilo) (EGS), glutarato de Bis(sulfosuccinimidilo) (BS2G), tartrato disuccinimidilo (DST)}; epoxidos (etilenglicol
diglicidil éter, 1,4 Butanodiol diglicidil éter); sacaridos (azUcares glucosa y aldosa); acidos sulfonico y acido p-tolueno
sulfénico; carbonildiimidazol; genipina; iminas; cetonas; difenilfosforilazida (DDPA); cloruro de tereftaloilo; hexahidrato
de nitrato de cerio(lll); transglutaminasa microbiana; y peréxido de hidrégeno. Las personas con una experiencia
habitual en la materia observaran otros agentes de reticulacion y métodos de reticulacion adecuados para su uso en
los métodos, formulaciones y/o tratamientos presentes.

En un caso, las perlas son perlas reticuladas con carbodiimida. Las perlas reticuladas con carbodiimida se pueden
reticular con una carbodiimida seleccionada entre el grupo que consiste en clorhidrato de 1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil]
carbodiimida (EDC), DCC - N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), y N,N’-Diisopropilcarbodiimida (DIPC). Se esperaba
que las perlas tratadas con una concentraciéon menor de EDC tuvieran un mayor nimero de aminas primarias libres,
mientras que las muestras tratadas con altos niveles de reticulante tendrian la mayoria de las aminas primarias unidas
en enlaces amida. La intensidad del color naranja desarrollado por el enlace covalente entre la amina primaria y el
acido picrilsulfénico, detectable mediante espectrofotometria a 335 nm, es proporcional al nimero de aminas primarias
presentes en la muestra. Cuando se normaliza por miligramo de proteina presente en la muestra, se puede observar
una correlacion inversa entre el nimero de aminas libres presentes y la concentracion inicial de EDC usada para la
reticulacién. Este resultado es indicativo de la reticulacion diferencial de la perla, dictada por la cantidad de
carbodiimida usada en la reaccion. En general, las perlas reticuladas presentan un nimero reducido de aminas
primarias libres en comparacion con las perlas no reticuladas. El nimero de aminas primarias libres se puede detectar
por via espectrofotométrica a aproximadamente 335 nm.

Las perlas reticuladas tienen una susceptibilidad reducida con respecto a la degradaciéon enzimatica en comparacion
con las perlas biocompatibles no reticuladas, proporcionando de ese modo perlas con tiempos de permanencia in vivo
finamente ajustables. Por ejemplo, las perlas reticuladas son resistentes a las enzimas enddgenas, tal como
colagenasas. La provision de perlas reticuladas es parte de un sistema de administracién entrado en el desarrollo y la
produccion de biomateriales que facilitan uno o mas de: (a) administracion de células unidas a los sitios deseados y
creacion de espacio para la regeneracion y el crecimiento interno de suministro de tejido nativo y vascular; (b)
capacidad de persistir en el sitio el tiempo suficiente para permitir que las células establezcan, funcionen, remodelen
su microambiente y secreten su propia matriz extracelular (ECM); (c) estimulacién de la integracion de las células
trasplantadas con el tejido circundante; (d) capacidad de implantar células en una forma esencialmente sdlida; (e)
integridad estructural a corto plazo que no proporciona una barrera significativa para el crecimiento del tejido o la
integracion de células/materiales administrados con el tejido hospedador; (f) su administracion in vivo localizada en
una forma esencialmente sélida evitando de ese modo la dispersion de células dentro del tejido durante la
implantacion; (g) mejor estabilidad y viabilidad de las células dependientes del anclaje en comparacion con las células
suspendidas en un fluido; y (h) perfil de liberacién bifasica cuando las células se administran i) en una forma
esencialmente sdlida (por ejemplo, unida a perlas), y ii) en una forma esencialmente liquida (por ejemplo, suspendida
en un fluido).

En un caso, la presente divulgacién proporciona perlas reticuladas que contienen gelatina. Las perlas de gelatina no
reticuladas no son adecuadas para una formulacién de células bioactivas porque pierden rapidamente integridad y las
células se disipan del sitio de inyeccion. Por el contrario, las perlas de gelatina altamente reticuladas pueden persistir
demasiado tiempo en el sitio de inyeccion y pueden dificultar la secrecion de ECM de novo, la integracion celular y la
regeneracion de tejido. La presente divulgacion permite que el tiempo de permanencia in vivo de las perlas reticuladas
se ajuste con precision. Con el fin de adaptar la biodegradabilidad de los biomateriales, se usan diferentes agentes de
reticulacion de carbodiimida, aunque las condiciones generales de reaccion se mantuvieron constantes para todas las
muestras. Por ejemplo, la susceptibilidad enzimatica de las perlas reticuladas con carbodiimida se puede ajustar
finamente variando la concentracion del agente de reticulacion de aproximadamente cero a aproximadamente 1 M. En
algun caso, la concentracion es aproximadamente 5 mM, aproximadamente 6 mM, aproximadamente 7 mM,
aproximadamente 8 mM, aproximadamente 9 mM, aproximadamente 10 mM, aproximadamente 11 mM,
aproximadamente 12 mM, aproximadamente 13 mM, aproximadamente 14 mM, aproximadamente 15 mM,
aproximadamente 16 mM, aproximadamente 17 mM, aproximadamente 18 mM, aproximadamente 19 mM,
aproximadamente 20 mM, aproximadamente 21 mM, aproximadamente 22 mM, aproximadamente 23 mM,
aproximadamente 24 mM, aproximadamente 25 mM, aproximadamente 26 mM, aproximadamente 27 mM,
aproximadamente 28 mM, aproximadamente 29 mM, aproximadamente 30 mM, aproximadamente 31 mM,
aproximadamente 32 mM, aproximadamente 33 mM, aproximadamente 34 mM, aproximadamente 35 mM,
aproximadamente 36 mM, aproximadamente 37 mM, aproximadamente 38 mM, aproximadamente 39 mM,
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aproximadamente 40 mM, aproximadamente 41 mM, aproximadamente 42 mM, aproximadamente 43 mM,
aproximadamente 44 mM, aproximadamente 45 mM, aproximadamente 46 mM, aproximadamente 47 mM,
aproximadamente 48 mM, aproximadamente 49 mM, aproximadamente 50 mM, aproximadamente 55 mM,
aproximadamente 60 mM, aproximadamente 65 mM, aproximadamente 70 mM, aproximadamente 75 mM,
aproximadamente 80 mM, aproximadamente 85 mM, aproximadamente 90 mM, aproximadamente 95 mM, o
aproximadamente 100 mM. La concentracion de agente de reticulacion también puede ser aproximadamente 0,15 M,
aproximadamente 0,2 M, aproximadamente 0,25 M, aproximadamente 0,3 M, aproximadamente 0,35 M,
aproximadamente 0,4 M, aproximadamente 0,45 M, aproximadamente 0,5 M, aproximadamente 0,55 M,
aproximadamente 0,6 M, aproximadamente 0,65 M, aproximadamente 0,7 M, aproximadamente 0,75 M,
aproximadamente 0,8 M, aproximadamente 0,85 M, aproximadamente 0,9 M, aproximadamente 0,95 M, o
aproximadamente 1 M. En otro caso, el agente de reticulacion es clorhidrato de 1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil]
carbodiimida (EDC). En un caso, las perlas reticuladas con EDC son perlas de gelatina.

Las perlas reticuladas pueden tener ciertas caracteristicas que favorecen la siembra, unién o encapsulacion. Por
ejemplo, las perlas pueden tener una superficie porosa y/o pueden ser esencialmente huecas. La presencia de poros
proporciona una mayor superficie de unién celular que permite que un mayor numero de células se unan en
comparacién con una superficie no porosa o lisa. Ademas, la estructura de poros puede soportar la integracién del
tejido del hospedador con las perlas porosas que apoyan la formacion del tejido de novo. Las perlas tienen una
distribucion de tamarfio que se puede ajustar a un diagrama de Weibull que corresponde al patron general de
distribucién de particulas. En una realizacion, las perlas reticuladas tienen un diametro medio inferior a
aproximadamente 120 um, aproximadamente 115 uym, aproximadamente 110 pm, aproximadamente 109 pm,
aproximadamente 108 um, aproximadamente 107 um, aproximadamente 106 um, aproximadamente 105 pm,
aproximadamente 104 um, aproximadamente 103 uym, aproximadamente 102 um, aproximadamente 101 pm,
aproximadamente 100 um, aproximadamente 99 pm, aproximadamente 98 pum, aproximadamente 97 pm,
aproximadamente 96 um, aproximadamente 95 pm, aproximadamente 94 pm, aproximadamente 93 um,
aproximadamente 92 um, aproximadamente 91 um, o aproximadamente 90 um. Las caracteristicas de las perlas
reticuladas varian segun el proceso de fusion. Por ejemplo, un proceso en el que se usa una corriente de aire para
aerosolizar una solucién de gelatina liquida y rociarla en nitrégeno liquido con un pulverizador de reactivo de
cromatografia en capa fina (ACE Glassware) se usa para proporcionar perlas que tienen las caracteristicas
mencionadas anteriormente. Los expertos en la materia observaran que la modulacion de los parametros del proceso
de fusion brinda la oportunidad de adaptar diferentes caracteristicas de las perlas, por ejemplo, distribuciones de
diferentes tamanos.

La citocompatibilidad de las perlas reticuladas se evalua in vitro antes de la formulacién usando técnicas de cultivo
celular en las que las perlas se cultivan con células que corresponden a la formulacién celular bioactiva final. Por
ejemplo, las perlas se cultivan con células renales primarias antes de la preparacion de una formulacion bioactiva de
células renales y se usan ensayos de células vivas/muertas para confirmar la citocompatibilidad. En ciertas
formulaciones, las perlas reticuladas biocompatibles se combinan con un biomaterial sensible a la temperatura en
solucién de aproximadamente un 5 % (p/p) a aproximadamente un 15 % (p/p) del volumen de la solucién. Las perlas
reticuladas pueden estar presentes en aproximadamente un 5 % (p/p), aproximadamente un 5,5% (p/p),
aproximadamente un 6 % (p/p), aproximadamente un 6,5 % (p/p), aproximadamente un 7 % (p/p), aproximadamente
un 7,5 % (p/p), aproximadamente un 8 % (p/p), aproximadamente un 8,5 % (p/p), aproximadamente un 9 % (p/p),
aproximadamente un 9,5% (p/p), aproximadamente un 10% (p/p), aproximadamente un 10,5% (p/p),
aproximadamente un 11 % (p/p), aproximadamente un 11,5% (p/p), aproximadamente un 12 % (p/p),
aproximadamente un 12,5% (p/p), aproximadamente un 13 % (p/p), aproximadamente un 13,5% (p/p),
aproximadamente un 14 % (p/p), aproximadamente un 14,5 % (p/p), o aproximadamente un 15 % (p/p) del volumen
de la solucion.

En otra situacion, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen biomateriales que se degradan
durante un periodo de tiempo del orden de minutos, horas, o dias. Esto contrasta con un gran cuerpo o trabajo centrado
en la implantacion de materiales sdlidos que a continuacion se degradan lentamente durante dias, semanas o meses.

En otra situacion, la presente divulgacion proporciona formulaciones que tienen perlas reticuladas biocompatibles
sembradas con células bioactivas en combinacién con una matriz de administracién. En un caso, la matriz de
administracion tiene caracteristicas de uno o mas de los siguientes: biocompatibilidad, biodegradable/bioabsorbible,
un estado esencialmente solido antes y durante la implantacion en un sujeto, pérdida de integridad estructural (estado
esencialmente soélido) después de la implantacion y entorno citocompatible para apoyar la viabilidad celular. La
capacidad de la matriz de administracion para mantener las particulas implantadas (por ejemplo, perlas reticuladas)
espaciadas durante la implantacion mejora el crecimiento interno del tejido. Si la matriz de suministro esta ausente, la
compactacion de las perlas celularizadas durante la implantaciéon puede conducir a un espacio inadecuado para el
crecimiento de tejido suficiente. La matriz de administracion facilita la implantacion de formulaciones sélidas. Ademas,
la corta duracién de la integridad estructural se refiere a que poco después de la implantacion, la matriz no proporciona
una barrera significativa para el crecimiento del tejido o la integracion de las células/materiales administrados con el
tejido hospedador. La matriz de administraciéon proporciona la localizacion de la formulacion que se describe en el
presente documento, ya que la insercion de una unidad sélida ayuda a evitar que los materiales administrados se
dispersen dentro del tejido durante la implantacion. Para formulaciones a base de células, una matriz de administracion
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soélida mejora la estabilidad y la viabilidad de las células dependientes del anclaje en comparacion con las células
suspendidas en un fluido.

En un caso, la matriz de administracién es una poblaciéon de perlas biocompatibles que no se siembra con células. En
otra realizacion, las perlas no sembradas se dispersan por todas partes y entre las perlas individuales sembradas de
células. Las perlas no sembradas actian como "perlas espaciadoras” entre las perlas sembradas con células antes e
inmediatamente después del trasplante. Las perlas espaciadoras contienen un biomaterial sensible a la temperatura
que tiene un estado esencialmente soélido a una primera temperatura y un estado esencialmente liquido a una segunda
temperatura, en el que la primera temperatura es inferior a la segunda temperatura. Por ejemplo, las perlas
espaciadoras contienen un biomaterial que tiene un estado esencialmente sélido aproximadamente a temperatura
ambiente o inferior y un estado esencialmente liquido a aproximadamente 37 °C, tal como lo que se describe en el
presente documento. En un caso, la temperatura ambiente es aproximadamente la temperatura de la habitacién. En
otro caso, el biomaterial es una solucion de gelatina. La solucién de gelatina esta presente en aproximadamente un
4 %, aproximadamente un 4,5 %, aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 5,5 %, aproximadamente un 6 %,
aproximadamente un 6,5 %, aproximadamente un 7 %, aproximadamente un 7,5 %, aproximadamente un 8 %,
aproximadamente un 8,5 %, aproximadamente un 9 %, aproximadamente un 9,5 %, aproximadamente un 10 %,
aproximadamente un 10,5 %, o aproximadamente un 11 %, (p/v). la solucién de gelatina se puede proporcionar en
PBS, medios de cultivo celular (por ejemplo, DMEM u otro disolvente adecuado.

En una situacion, la presente divulgacion proporciona formulaciones que contienen biomateriales que se implantan en
una forma esencialmente soélida (por ejemplo, perlas espaciadoras) y a continuacion se lician/funden o pierden
integridad estructural después de la implantacién en el cuerpo. Esto contrasta con el cuerpo de trabajo significativo
que se centra en el uso de materiales que se pueden inyectar como un liquido, que a continuacién se solidifican en el
cuerpo.

La sensibilidad a la temperatura de las perlas espaciadoras se puede evaluar in vitro antes de su formulacién. Las
perlas espaciadoras se pueden etiquetar y mezclar con perlas no sensibles a la temperatura sin etiquetar. A
continuacién la mezcla se incuba a 37 °C para observar cambios en la transicion fisica. La pérdida de forma de las
perlas sensibles a la temperatura etiquetadas a la temperatura mas elevada se observa a lo largo del tiempo. Por
ejemplo, las perlas de gelatina sensibles a la temperatura se pueden preparar con colorante azul Alcian para servir
como un marcador de la transicion fisica. Las perlas de gelatina de color azul se mezclan con perlas Cultispher S (de
color blanco), cargadas en un catéter, a continuacion se excluyen y se incuban en 1X PBS, pH 7,4, a 37 °C. La pérdida
de forma de las perlas de gelatina de color azul se sigue al microscopio en diferentes momentos. Los cambios del
estado fisico de las perlas de gelatina de color azul son visibles después de 30 min haciéndose mas pronunciados con
tiempos de incubacion prolongados. Las perlas no se disipan completamente debido a la viscosidad del material.

Las formulaciones de células bioactivas que se describen en el presente documento se pueden usar para preparar
formulaciones basadas en células renales para su inyeccion en el rifndn. Sin embargo, las personas con experiencia
habitual en la materia observaran que las formulaciones seran adecuadas para otros muchos tipos de poblaciones de
células bioactivas. Por ejemplo, la presente divulgacion contempla formulaciones para células bioactivas para su
inyeccion en cualquier érgano solido o tejido.

En una situacion, las formulaciones de células bioactivas que se describen en el presente documento contendran un
numero establecido de células. En una realizacién, el nimero total de células para la formulacién es aproximadamente
104, aproximadamente 10%, aproximadamente 10°, aproximadamente 107, aproximadamente 108, o aproximadamente
10°. En un caso, la dosificacion de las células para una formulacion que se describe en el presente documento se
puede calcular basandose en la masa estimada o masa funcional del 6rgano o tejido diana. En ciertos casos, las
formulaciones de células bioactivas contienen una dosificacién que corresponde a un niumero de células basandose
en el peso del érgano hospedador que sera el sujeto de tratamiento con la formulacién. Por ejemplo, una acumulacion
de células renales bioactivas se basa en el peso medio de aproximadamente 150 gramos para un rifién humano. En
un caso, el numero de células por gramo (g) de rifion es de aproximadamente 600 células/g a aproximadamente 7,0 x
107 células/g. En algunas realizaciones, el nimero de células por gramo de rifion es aproximadamente 600 células/g,
aproximadamente 1000 células/g, aproximadamente 1500 células/g, aproximadamente 2000 células/g,
aproximadamente 2500 células/g, aproximadamente 3000 células/g, aproximadamente 3500 células/g,
aproximadamente 4000 células/g, aproximadamente 4500 células/g, aproximadamente 5000 células/g,
aproximadamente 5500 células/g, aproximadamente 6000 células/g, aproximadamente 6500 células/g,
aproximadamente 7000 células/g, aproximadamente 7500 células/g, aproximadamente 8000 células/g,
aproximadamente 8500 células/g, aproximadamente 9000 células/g, aproximadamente 9500 células/g, o
aproximadamente 10.000 células/g.

En otros casos, el nimero de células por gramo de rifion es aproximadamente 1,5 x 10* células/g, aproximadamente
2,0 x 10* células/g, aproximadamente 2,5 x 10* células/g, aproximadamente 3,0 x 10 células/g, aproximadamente 3,5
x 10* células/g, aproximadamente 4,0 x 10* células/g, aproximadamente 4,5 x 10* células/g, aproximadamente 5,0 x
10* células/g, aproximadamente 5,5 x 10* células/g, aproximadamente 6,0 x 10* células/g, aproximadamente 6,5 x
10* células/g, aproximadamente 7,0 x 10* células/g, aproximadamente 7,5 x 10* células/g, aproximadamente 8,0 x
10* células/g, aproximadamente 9,5 x 10* células/g.
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En otros casos, el nimero de células por gramo de rifion es aproximadamente 1,0 x 10° células/g, aproximadamente
1,5 x 105 células/g, aproximadamente 2,0 x 10° células/g, aproximadamente 2,5 x 10° células/g, aproximadamente 3,0
x 10° células/g, aproximadamente 3,5 x 10° células/g, aproximadamente 4,0 x 10° células/g, aproximadamente 4,5 x
105 células/g, aproximadamente 5,0 x 10° células/g, aproximadamente 5,5 x 10° células/g, aproximadamente 6,0 x
10° células/g, aproximadamente 6,5 x 10° células/g, aproximadamente 7,0 x 10° células/g, aproximadamente 7,5 x
105 células/g, aproximadamente 8,0 x 10° células/g, aproximadamente 8,5 x 10° células/g, aproximadamente 9,0 x
10° células/g, o aproximadamente 9,5 x 105 células/g.

En otros casos, el nimero de células por gramo de rifion es aproximadamente 1,0 x 10° células/g, aproximadamente
1,5 x 108 células/g, aproximadamente 2,0 x 108 células/g, aproximadamente 2,5 x 10° células/g, aproximadamente 3,0
x 10° células/g, aproximadamente 3,5 x 108 células/g, aproximadamente 4,0 x 10° células/g, aproximadamente 4,5 x
108 células/g, aproximadamente 5,0 x 108 células/g, aproximadamente 5,5 x 10° células/g, aproximadamente 6,0 x
108 células/g, aproximadamente 6,5 x 108 células/g, aproximadamente 7,0 x 10° células/g, aproximadamente 7,5 x
108 células/g, aproximadamente 8,0 x 108 células/g, aproximadamente 8,5 x 10° células/g, aproximadamente 9,0 x
108 células/g, aproximadamente 9,5 x 108 células/g, 1,0 x 107 células/g, o aproximadamente 1,5 x 107 células/g.

Un ndmero total de células se puede seleccionar para la formulacion y el volumen de la formulacién se puede ajustar
para alcanzar la dosificacién apropiada.

En algunos casos, la formulacion puede contener una dosificacion de células a un sujeto que es una dosificacion Unica
o una dosificaciéon Unica mas dosificaciones adicionales. En otros casos, las dosificaciones se pueden proporcionar
mediante un constructor como se describe en el presente documento. La cantidad terapéuticamente eficaz de las
poblaciones de células renales o combinaciones de poblaciones de células renales que se describen en el presente
documento puede variar desde el nimero maximo de células que el sujeto recibe de forma segura hasta el nimero
minimo de células necesarias para el tratamiento de la enfermera renal, por ejemplo, estabilizacion, tasa de
disminucion reducida, o mejora de una o mas funciones renales.

La cantidad terapéuticamente eficaz de las poblaciones de células renales o combinaciones de las mismas que se
describen en el presente documento se puede suspender en un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
un vehiculo de ese tipo incluye, pero no se limita a, un medio de cultivo basal mas albumina en suero al 1 %, solucién
salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, colageno, alginato, acido hialurénico, pegamento de fibrina,
polietilenglicol, alcohol polivinilico, carboximetilcelulosa y anticuerpos de los mismos. La formulacién se deberia
adaptar al modo de administracion.

Por lo tanto, la divulgacion proporciona un uso de una formulacién que contiene poblaciones de células renales o
combinaciones de las mismas, por ejemplo, la poblacion de células B2 sola o combinada con la poblacién de células
B3 y/o 0 B4 o células B4, para la fabricacion de un medicamento para tratar la enfermedad renal en un sujeto. En
algunos casos, el medicamento comprende ademas polipéptidos recombinantes, tales como factores de crecimiento,
quimioquinas o citoquinas. En otros casos, los medicamentos son una poblacién celular obtenida a partir de rifidn
humano. Las células usadas para fabricar los medicamentos se pueden aislar, obtener a partir de o enriquecer usando
cualquiera de las variaciones proporcionadas para los métodos que se describen en el presente documento.

La preparacion o preparaciones de células renales, o combinaciones de las mismas, o composiciones se formulan de
acuerdo con procedimientos de rutina como una composicién farmacéutica adaptada para la administracion a seres
humanos. Por lo general, las composiciones para administracion intravenosa, administracion intraarterial o
administracion dentro de la capsula del rifion, por ejemplo, son soluciones en tampoén isoténico acuoso estéril. Cuando
sea necesario, la composicion también puede incluir un anestésico local para aliviar cualquier dolor en el sitio de la
inyeccion. En general, los ingredientes se suministran por separado o se mezclan en forma de dosificacion unitaria,
por ejemplo, como un concentrado crioconservado en un recipiente herméticamente cerrado, como una ampolla que
indica la cantidad de agente activo. Cuando la composicion se administra por infusion, se puede dispensar con un
frasco de infusiéon que contiene agua o solucion salina estéril de calidad farmacéutico. Cuando la composicion se
administra por inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina para que
los ingredientes se puedan mezclar antes de su administracion.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicién particular que se esta
administrando, asi como por el método particular usado para administrar la composicion. Por lo tanto, hay una gran
diversidad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas (véase, por ejemplo, Alfonso R Gennaro
(ed), Remington: The Science and Practice of Pharmacy, anteriormente Remington’s Pharmaceutical Sciences 202
ed., Lippincott, Williams & Wilkins, 2003). Las composiciones farmacéuticas generalmente se formulan como
composiciones isoténicas, esencialmente estériles y que cumplen totalmente con todos los reglamentos de la Good
Manufacturing Practice (GMP) de la U.S. Food and Drug Administration.

Una situacion también proporciona una formulacion farmacéutica, que comprende una preparacion de células renales,

por ejemplo, la preparacion de células B2 sola o en combinacion con la poblacion de células B3 y/o B4 o B4’, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la formulacion comprende de 10* a 10° células
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obtenidas a partir de rifién de mamifero.

Formulaciones de Liberacién Modificadas

En una situacion, las formulaciones de la presente divulgacion se proporcionan como formulaciones de liberacion
modificadas. En general, la liberacién modificada se caracteriza por una liberacion inicial de un primer agente activo
después de la administracion, seguida por al menos una liberacion adicional después de una segunda sustancia activa.
El primer y segundo agente activo pueden ser iguales o diferentes. En un caso, las formulaciones proporcionan una
liberacién modificada a través de multiples componentes en la misma formulacién. En otro caso, la formulacion de
liberacion modificada contiene un agente activo como parte de un primer componente que permite que el agente activo
se mueva libremente a lo largo del volumen de la formulacion, permitiendo asi la liberacion inmediata en el sitio diana
después de la administracion. El primer componente puede ser un biomaterial sensible a la temperatura que tiene una
fase esencialmente liquida y una fase esencialmente sélida, en el que el primer componente estd en una fase
esencialmente liquida en el momento de la administracion. En un caso, el agente activo se encuentra en la fase
esencialmente liquida de manera que es esencialmente libre de moverse a lo largo del volumen de la formulacion vy,
por lo tanto, se libera inmediatamente al sitio dianas después de la administracion.

En otro caso, la formulacién de liberacion modificada tiene un agente activo como parte de un segundo componente
en el que el agente activo esta unido a, depositado sobre, revestido con, embebido en, sembrado en, o atrapado en
el segundo componente, que persiste antes y después de la administracion al sitio diana. El segundo componente
contiene elementos estructurales con los que el agente activo se puede asociar, evitando de ese modo la liberacién
inmediata del agente activo desde el segundo componente en el momento de la administracion. Por ejemplo, el
segundo componente se proporciona en una forma esencialmente solida, por ejemplo, perlas biocompatibles, que se
pueden reticular para prevenir o retrasar la degradacion enzimatica in vivo. En un caso, el agente activo en la fase
esencialmente sdlida conserva su integridad estructural dentro de la formulacion antes y después de la administracion
y, por lo tanto, no libera inmediatamente el agente activo al sitio diana después de la administracion. En el presente
documento se han descrito vehiculos adecuados para formulaciones de liberacién modificada, pero los expertos en la
materia observaran otros vehiculos que son apropiados para su uso en el presente documento.

En un caso, la formulaciéon proporciona una administracion/liberaciéon rapida inicial de elementos administrados,
incluyendo células, nanoparticulas, moléculas terapéuticas, etc., seguida de una liberacion tardia posterior de
elementos. Las formulaciones de la presente divulgacion se pueden disefiar para un perfil de liberacion bifasico en el
que el agente que se va a administrar se proporciona en una forma no unida (por ejemplo, células en una solucion) y
una forma adjunta (por ejemplo, células en combinaciéon con cuentas u otro vehiculo adecuado). Después de la
administracion inicial, el agente no cargado se proporciona inmediatamente al sitio de administracién mientras se
retrasa la liberacion del agente cargado hasta que la integridad estructural del vehiculo (por ejemplo, perlas) falla en
el punto en que se libera el agente previamente unido. Como se discute a continuacion, los expertos en la técnica
observaran otros mecanismos adecuados de liberacion.

El retraso de tiempo para la liberacion se puede ajustar en funcién de la naturaleza del agente activo. Por ejemplo, el
retraso de tiempo para la liberacion en una formulaciéon de células bioactivas puede ser del orden de segundos,
minutos, horas, o dias. En algunas circunstancias, un retraso en el orden de semanas puede ser apropiado. Para otros
agentes activos, como moléculas pequefias o grandes, el retraso de tiempo para la liberacién en una formulacion
puede ser del orden de segundos, minutos, horas, dias, semanas o meses. También es posible que la formulacion
contenga diferentes biomateriales que proporcionan diferentes perfiles de liberacién de retraso de tiempo. Por ejemplo,
un primer biomaterial con un primer agente activo puede tener un primer tiempo de liberacion y un segundo biomaterial
con un segundo agente activo puede tener un segundo tiempo de liberacion. El primer y segundo agentes activos
pueden ser iguales o diferentes.

Como se discute en el presente documento, el periodo de tiempo de liberacién retardada puede corresponder
generalmente al periodo de tiempo para la pérdida de integridad estructural de un biomaterial. Sin embargo, las
personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros mecanismos de liberacion tardia. Por ejemplo,
un agente activo se puede liberar continuamente a lo largo del tiempo independientemente del tiempo de degradacion
de cualquier biomaterial particular, por ejemplo, la difusién de un farmaco desde una matriz polimérica. Ademas, las
células bioactivas pueden migrar lejos de una formulacién que contiene un biomaterial y las células bioactivas a tejido
nativo. En un caso, las células bioactivas migran de un biomaterial, por ejemplo, una perla, al tejido nativo.

Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tal como acetato etileno y vinilo, polianhidridos, acido
poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. La absorcion prolongada de las formulaciones inyectables
se puede conseguir aproximadamente incluyendo en la formulacion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo,
sales de monoestearato y la gelatina. Muchos métodos para la preparacion de tales formulaciones estan patentados
o generalmente son conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release
Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978. Se describen métodos adicionales
aplicables a la liberacion controlada o extendida de agentes polipeptidicos, por ejemplo, en los documentos de Patente
de Estados Unidos N.°s Pat. Nos. 6.306.406 y 6.346.274, asi como, por ejemplo, en las Solicitudes de Patente de
Estados Unidos N.°® US2020182254 y US20020051808.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2744 979 T3

9. Métodos y vias de administraciéon

Las formulaciones de células bioactivas de la presente divulgacion se creen administrar solas o en combinacién con
otros componentes bioactivos. Las formulaciones son adecuadas para la inyeccién o implantacion de elementos
modificados por ingenieria de tejidos incorporados en el interior de érganos sélidos para regenerar tejidos. Ademas,
las formulaciones se usan para la inyeccion o implantacion de elementos de ingenieria tisular en la pared de los
organos huecos para regenerar el tejido.

En una situacion, la presente divulgacion proporciona métodos para proporcionar una formulacion de células bioactivas
que se describe en el presente documento a un sujeto con necesidad. En un caso, la fuente de la célula bioactiva
puede ser autéloga o alogénica, singénica (autogénica o isogénica) y cualquier combinacion de las mismas. En casos
en los que la fuente no es autdloga, los métodos pueden incluir la administracion de un agente inmunosupresor. Los
farmacos inmunosupresores adecuados incluyen, pero no se limitan a, azatioprina, ciclofosfamida, mizoribina,
ciclosporina, hidrato de tacrolimus, clorambucilo, lobenzarit disédico, auranofina, alprostadilo, clorhidrato de
gusperimus, biosynsorb, muromonab, alefacept, pentostatina, daclizumab, sirolimus, micofenolato mofetilo,
leflonomida la, basiliximab, dornasa a, bindarid, cladribina, pimecrolimus, ilodecaquina, cedelizumab, efalizumab,
everolimus, anisperimus, gavilimomab, faralimomab, clofarabina, rapamicina, siplizumab, saireito, LDP-03, CD4, SR-
43551, SK&F-106615, IDEC-114, IDEC-131, FTY-720, TSK-204, LF-080299, A-86281, A-802715, GVH-313, HMR-
1279, ZD-7349, IPL-423323, CBP-1011, MT-1345, CNI-1493, CBP-2011, J-695, UP-920, L-732531, ABX-RB2, AP-
1903, IDPS, BMS-205820, BMS-224818, CTLA4-1 g, ER-49890, ER-38925, ISAtx-247, RDP-58, PNU-156804, UP-
1082, TMC-95A, TV-4710, PTR-262-MG, y AGI-1096 (véase el documento de Patente de Estados Unidos N.°
7.563.822). Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran otros farmacos inmunosupresores
adecuados.

Los métodos de tratamiento de la divulgacion objeto implican la administracién de una formulacién de células
bioactivas que se describe en el presente documento. En un caso, se prefiere la administraciéon directa de células al
sitio de beneficio previsto. Un sujeto con necesidad también se puede tratar por contacto in vivo de un rifién nativo con
una formulacién de células bioactivas que se describe en el presente documento en combinacién con productos
secretados de una o mas poblaciones de células renales enriquecidas, y/o una combinacién o constructo que contiene
las mismas.

La etapa de puesta en contacto de un rifién nativo in vivo con se puede conseguir a través del uso/administracion de
una formulacién que contiene una poblacién de productos secretados de medios de cultivo celular, por ejemplo, medios
condicionados, o mediante la implantacion de una poblacién de células enriquecidas y combinaciones, o un constructo
capaz de secretar los productos los productos in vivo. La etapa de puesta en contacto in vivo proporciona un efecto
regenerador al rifidn nativo.

En vista de la presente memoria descriptiva, varios medios para administrar células y/o productos secretados a los
sujetos sera evidente para los expertos en la materia. los métodos de ese tipo incluyen la inyeccion de las células en
un sitio diana en un sujeto.

Las células y/o productos secretados se pueden insertar en un dispositivo de administracion o vehiculo, lo que facilita
la introduccion por inyeccion o implantacion en los sujetos. En ciertos casos, el vehiculo de administracion puede
incluir materiales naturales. En ciertos otros casos, el vehiculo de administracién puede incluir materiales sintéticos.
En un caso, el vehiculo de administracion proporciona una estructura para imitar o ajustarse adecuadamente a la
arquitectura del 6rgano. En otros casos, el vehiculo de administracion es de naturaleza fluida. Los dispositivos de
administracion de ese tipo pueden incluir tubos, por ejemplo, catéteres, para inyectar células y fluidos en el cuerpo de
un sujeto receptor. En un caso preferente, los tubos ademas tienen una aguja, por ejemplo, una jeringa, a través de
que las células se pueden introducir en el sujeto en la ubicacion deseada. En algunos casos, las poblaciones de células
obtenidas a partir de rifidn de mamiferos se formulan para la administracién en un vaso sanguineo a través de un
catéter (en los que el término "catéter" implica cualquiera de los diversos sistemas en forma de tubo para el suministro
de sustancias a un vaso sanguineo). Como alternativa, las células se pueden insertar en un biomaterial o armazén,
incluyendo los textiles, tal como tejidos, tejidos de punto, trenzas, mallas y no tejidos, peliculas perforadas, esponjas
y espumas, Yy perlas, tales como perlas sdlidas o porosas, microparticulas, nanoparticulas y similares (por ejemplo,
perlas de gelatina Cultispher-S - Sigma). Las células se pueden preparar para su administracion en varias formas
diferentes. Por ejemplo, las células se pueden suspender en una solucién o gel. Las células se pueden mezclar con
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable para que las células sigan siendo viables. Los vehiculos y
diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen solucion salina, soluciones tampon acuosas, disolventes y/o
medios de dispersion. El uso de vehiculos influyentes de ese tipo se conoce bien en la técnica. La soluciéon es
preferentemente estéril y fluida, y a menudo sera isotdnica. Preferentemente, la solucion es estable en las condiciones
de fabricacion y almacenamiento y se conserva frente a la accién contaminante de los microorganismos tales como
bacterias y hongos mediante el uso de, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, thmerosal, y
similares. Alguien con experiencia en la materia observara que el vehiculo de administraciéon usado en la
administracion de las poblaciones celulares y combinaciones de las mismas puede incluyen combinaciones de las
caracteristicas mencionadas anteriormente.
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Los modos de administracion de las formulaciones que contienen poblacién o poblaciones de células renales aisladas,
por ejemplo, la poblacion de células B2 sola o combinada con B4’ y/o B3, incluyen, pero no se limitan a, inyeccion
sistémica, intrarrenal (por ejemplo, inyeccion parenquimal), intravenosa o intraarterial e inyeccion directamente en el
tejido en el sitio de actividad previsto. Los modos adicionales de administracion que se van a usar incluyen inyeccion
o inyecciones individuales o multiples mediante laparotomia directa, mediante laparoscopia directa, transabdominal, o
percutanea. Todavia hay modos de administracion adicionales que se usaran, incluyendo, por ejemplo, infusion
retrégrada y ureteropélvica. El significado quirtrgico de la administracion incluye procedimientos de una sola etapa,
tal como, pero no limitados a, nefrectomia parcial e implantacion de construcciones, nefrectomia parcial, pielectomia
parcial, vascularizaciéon con omentum 6 peritoneo, huellas de aguja de biopsia multifocal, cono o piramidal, al cilindro
y reemplazo del tipo polo renal, asi como procedimientos de dos etapas que incluyen, por ejemplo, biorreactor
organoide-interno para replantacion. En un caso, las formulaciones que contienen combinaciones de células se
administran mediante la misma ruta al mismo tiempo. En otro caso, cada una de las composiciones celulares que
comprenden la combinacién controlada se administran por separado a ubicaciones especificas o mediante
metodologias especificas, ya sea de forma simultanea o controlada temporalmente, mediante uno o mas de los
métodos que se describen en el presente documento.

La dosificacion de implantaciéon celular adecuada en seres humanos se puede determinar a partir de la informacion
existente relacionada con la actividad de las células, por ejemplo, la produccion de EPO, o se puede extrapolar a partir
de estudios de dosificacion realizados en estudios preclinicos. A partir de cultivo in vitro y experimentos en animales
in vivo la cantidad de células se puede cuantificar y usar calculando una dosificacion adecuada de material implantado.
Ademas, el paciente se puede monitorizar para determinar si se puede hacer una implantacién adicional o se puede
reducir el material implantado en consecuencia.

A las poblaciones celulares y combinaciones de las mismas se les pueden afiadir uno o mas componentes, incluyendo
componentes de la matriz extracelular seleccionados, tal como uno o mas tipos de colageno o acido hialurénico
conocidos en la técnica, y/o factores de crecimiento, plasma rico en plaquetas y farmacos.

Las personas con una experiencia habitual en la materia observaran las diversas formulaciones y métodos de
administracion adecuados para los productos secretados que se describen en el presente documento.

10. Articulos de Fabricacion y Kits

La presente divulgacion incluye ademas kits que comprenden las matrices poliméricas y armazones como se desvela
en el presente documento y materiales relacionados, y/o medios de cultivo celular e instrucciones de uso. Las
instrucciones de uso pueden contener, por ejemplo, instrucciones para el cultivo de las células o la administracion de
las células y/o productos celulares. En un caso, la presente divulgacion proporciona un kit que comprende un armazoén
como se describe en el presente documento e instrucciones. Ademas en otro caso, el kit incluye un agente para la
deteccion de la expresion del marcador, reactivos para el uso del agente e instrucciones de uso. Este kit se puede
usar con el propédsito de determinar el prondstico regenerativo de un rifion nativo en un sujeto después de la
implantaciéon o administracién de una poblaciéon celular, una combinacioén, o una construccion que se describe en el
presente documento. El kit también se puede usar para determinar la eficacia bioterapéutica de una poblacion,
combinacién, o constructo celular que se describe en el presente documento.

Ademas en el presente documento se describe un articulo de fabricacién que contiene células bioactivas Utiles para
el tratamiento de sujetos con necesidad. El articulo de fabricacion comprende un envase y una etiqueta o prospecto
en o asociado con el envase. Los envases adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, etc. Los envases
pueden estar formados por varios materiales tales como vidrio o plastico. El envase contiene una composiciéon que es
eficaz para tratar una afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el envase puede ser una bolsa
de solucién o un vial que tiene un tapén perforable con una aguja de inyeccion). Al menos un agente activo en la
formulacién es una poblacion de células bioactivas tal como se proporciona en el presente documento. La etiqueta o
el prospecto indica que la formulacién se usa para tratar la afeccion en particular. La etiqueta o el prospecto incluira
mas instrucciones para administrar la formulacién al paciente. También se contemplan articulos de fabricacion y kits
que comprenden terapias combinatorias que se describen en el presente documento. El prospecto del paquete se
refiere a las instrucciones habitualmente incluidas en los paquetes comerciales de productos terapéuticos que
contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacion, administracion, contraindicaciones y/o advertencias
sobre el uso de dichos productos terapéuticos. En una realizacion, el prospecto indica que la formulacion se usa para
tratar una enfermedad o trastorno, tal como, por ejemplo, una enfermedad o trastorno renal. Ademas puede incluir
otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, agujas y jeringas. También se proporcionan kits que son utiles para diversos fines, por ejemplo, para la
evaluacion del resultado regenerativo. Se pueden proporcionar kits que contengan agentes de deteccion para
vesiculas derivadas de orina y/o sus contenidos, por ejemplo, acidos nucleicos (tal como ARNmiI), vesiculas,
exosomas, etc., como se describe en el presente documento. Los agentes de deteccién incluyen, pero no se limitan
a, cebadores y sondas de acido nucleico, asi como anticuerpos para la deteccion in vitro de la diana deseada. Segun
el articulo de fabricacion, el kit comprende un envase y una etiqueta o prospecto en el envase o asociado al mismo.
El recipiente contiene una composicion que comprende al menos un agente de deteccion. Se pueden incluir recipientes
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adicionales que contienen, por ejemplo, diluyentes y tampones o agentes de detecciéon de control. La etiqueta o el
prospecto pueden proporcionar una descripcién de la composicidon asi como instrucciones para el uso in vitro,
prondstico o diagndstico previsto.

11. Informes

Los métodos de la presente divulgacion, cuando se ponen en practica con fines comerciales generalmente producen
un informe o resumen del prondstico regenerativo. Los métodos de la presente divulgacion produciran un informe que
comprende una prediccion del curso probable o el resultado de la regeneraciéon antes y después de cualquier
administracion o implantacion de una formulacién que contiene una poblacién celular, una combinacién, o un
constructo que se describe en el presente documento. El informe puede incluir informacién sobre cualquier indicador
pertinente al prondstico. Los métodos e informes de la presente divulgacion pueden incluir ademas almacenar el
informe en una base de datos. Como alternativa, el método puede crear aun mas un registro en una base de datos
para el sujeto y completar los datos de registro. En un caso, el informe es un informe en papel, en otro caso, el informe
es un informe auditivo, en otra realizacion, el informe es un registro electronico. Se contempla que el informe se
proporcione a un médico y/o al paciente. La recepcion del informe puede incluir ademas establecer una conexion de
red a una computadora servidor que incluya los datos e informes y solicitar los datos e informes de la computadora
servidor. Los métodos previstos en el presente documento también se pueden automatizar en su totalidad o en parte.

La invencion ilustrativa que se describe en el presente documento se puede poner en practica de forma adecuada en
ausencia de cualquier elemento o elementos, limitaciéon o limitaciones que no se desvelan de forma especifica en el
presente documento. Por lo tanto, por ejemplo, en cada caso en el presente documento cualquiera de los términos
"que comprende", "que consiste esencialmente en" y "que consiste en" se pueden sustituir por cualquiera de los otros
dos términos. Por lo tanto, para una realizacién de la invencién usando uno de los términos, la invencién también
incluye otra realizacion en la que uno de estos términos se incluye por otro de estos términos. En cada realizacion, los
términos tienen su significado establecido. Por lo tanto, por ejemplo, una realizacién puede abarcar una formulacion
"que comprende" una serie de componentes, otra realizacion abarcaria una formulacién "que consiste esencialmente
en" los mismos componentes, y una tercera realizacion podria abarcar una formulacion "que consiste en" los mismos
componentes. Los términos y expresiones que se han usado se usan como términos de descripcion y no de limitacion,
y no existe la intencion de que el uso de dichos términos y expresiones excluyan cualquier equivalente de las
caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas, pero es reconocid que son posibles varias
modificaciones dentro del alcance de la invencién reclamada. Por lo tanto, se debe entender que aunque la presente
invencion se ha desvelado de forma especifica mediante realizaciones y caracteristicas opcionales preferentes, los
expertos en la materia pueden recurrir a la modificacion y variacion de los conceptos que se describen en el presente
documento, y que tales modificaciones y variaciones se consideran dentro del alcance de la presente invencion tal
como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Se considera que la descripcion escrita mencionada anteriormente es suficiente como para permitir que un experto en
la materia ponga en practica la invencion. Los siguientes ejemplos se ofrecen solo con fines ilustrativos, y no pretenden
limitar el alcance de la presente invencion en modo alguno. De hecho, varias modificaciones de la invencion ademas
de las mostradas y que se describen en el presente documento seran evidentes para los expertos en la materia a partir
de la descripcion anterior y entran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacion de Soluciones

Este ejemplo proporcioné las composiciones de los diversos medios de formulaciones y soluciones usados en los
siguientes Ejemplos para el aislamiento y la caracterizacion de la poblacion heterogénea de células renales, y la

fabricacion del producto de terapia regenerativa.

Tabla 1.1 Medios de Cultivo y Soluciones

Material Composicion
Medio de transporte tisular Viaspan™ o HypoThermosol-FRS® o DMEM
Kanamicina: 100 mg/ml
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(continuacion)
Material Composicion

Medio de crecimiento de células renales |+ DMEM:KSFM (50:50)
*FBSal5%

» Suplementos de Crecimiento:
* HGF: 10 mg/l

* EGF: 2,5 g/l

* Insulina: 10,0 mgl/l,

* Transferrina: 5,5 mgl/l

* Selenio: 670 ug/l

» Kanamicina: 100 pg/ml

Solucion de lavado tisular * DMEM
» Kanamicina: 100 pyg/ml
Solucion de digestion * Colagenasa IV: 300 Unidades

* Dispasa: 5 mg/ml
* Cloruro célcico: 5 mM

Solucion de disociacion celular * TrypLE
Solucion de gradiente de densidad * OptiPrep al 7 %
» OptiMEM
Solucion de crioconservacion * DMEM o HypoThermosol® FRS

+ DMSO al 10 %
+FBS al 10 %

La solucion salina tamponada con fosfato modificada por Dulbecco (DPBS) se us6 para todos los lavados celulares.
Ejemplo 2
Aislamiento de la poblacion heterogénea de células renales no fraccionadas

Este ejemplo ilustra el aislamiento de una poblacién heterogénea de células renales (UNFX) no fraccionada de seres
humanos. La disociacién inicial del tejido se llevd a cabo para generar suspensiones celulares heterogéneas a partir
de tejido renal humano.

El tejido renal mediante biopsia renal proporcioné el material fuente para una poblacién heterogénea de células
renales. Se puede usar tejido renal que comprende uno o mas de tejido cortical, unién corticomedular o medular. Se
prefiere el uso de tejido de unién corticomedular. Se requirieron multiples ndcleos de biopsia (minimo 2), evitando
tejido cicatricial de un rifidn con ERC. El tejido renal fue obtenido por el investigador clinico del paciente en el sitio
clinico aproximadamente 4 semanas antes de la implantacion planificada de la NKA final. El tejido fue transportado en
el Medio de Transporte de Tejido del Ejemplo 1.

El tejido se lavd a continuacion con la solucion de lavado tisular del Ejemplo 1 para reducir la carga biolégica entrante
antes de procesar el tejido para extracciones celulares.

El tejido renal se troced, se peso y se disocio en la solucion de digestion del Ejemplo 1. La suspension celular resultante
se neutralizé en medio Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM) + suero bovino fetal al 10 % (FBS) (Invitrogen,
Carlsbad CA), se lavd y se volvio suspender en medio de queratinocitos sin suero, sin suplemento (KSFM) (Invitrogen).
Las suspensiones celulares se sometieron a un gradiente de yodixanol (OptiPrep ™, Sigma) al 15 % (p/v) para retirar
los glébulos rojos y los desechos antes de iniciar el cultivo en matraces o placas de poliestireno tratados con cultivo
de tejidos a una densidad de 25.000 células por cm? en Medio de crecimiento de células renales del Ejemplo 1. Por
ejemplo, las células se pueden colocar en placas en un matraz T500 Nunc a 25x10°8 células/matraz en 150 ml de
medios a 50:50.

Ejemplo 3

Expansion celular de la poblacién de células renales aisladas

La expansion de las células renales depende de la cantidad de tejido recibido y del éxito del aislamiento de las células
renales del tejido entrante. Las células aisladas se pueden crioconservar, si fuera necesario (ver a continuacion). La
cinética del crecimiento de las células renales puede variar de una muestra a otra debido a la variabilidad inherente

de las células aisladas de pacientes individuales.

Se desarrollé un proceso de expansion celular definido que acomoda el intervalo de recuperaciones celulares
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resultantes de la variabilidad del tejido entrante Tabla 3.1. La expansién de células renales implica pases en serie en
recipientes de cultivo cerrados (por ejemplo, matraces en T, fabricas celulares, HyperStacks®) y medio de crecimiento
de células renales Tabla 1.1 usando procedimientos de cultivo celular definidos.

Un medio libre de BPE se desarrolld para ensayos clinicos en seres humanos para eliminar los riesgos inherentes
asociados con el uso de BPE. El crecimiento celular, el fenotipo (CK18) y la funcién celular (actividad enzimatica de
GGT y LAP) se evaluaron en medio libre de BPE y se compararon con el medio BPE que contiene usado en los
estudios en animales. El crecimiento, el fenotipo y la funcidon de las células renales fueron equivalentes en los dos
medios (los datos no se muestran).

Tabla 3.1 Recuperacién Celular de Biopsias de Rifidn Humano

Fuente Células renales (células/10 mg de tejido)

Muestras de Tejido de Rifién Humano Pase 0 Pase 1

(n=6) 1,51-5,36 x 106 2,40-7,48 x 107

Una vez que se observod el crecimiento celular en los matraces T iniciales (pase 0) y no hubo signos visuales de
contaminacion, el medio de cultivo se reemplaz6 y cambio posteriormente cada 2-4 dias Figura 2B. Se evaluaron las
células para verificar la morfologia de las células renales mediante observacion visual de cultivos bajo el microscopio.
Los cultivos demostraron caracteristicamente un pavimento apretado o una apariencia de adoquines, debido a que las
células se agruparon. Estas caracteristicas morfoldgicas varian durante la expansion y pueden no estar presentes en
cada pase. La confluencia del cultivo celular se estimé mediante una Biblioteca de imagenes de células en varios
niveles de confluencia en los recipientes de cultivo usados durante las expansiones celulares.

Las células renales se pasaron por tripsinizacion cuando los recipientes de cultivo tienen al menos un 50 % de
confluencia Figura 2B. Las células separadas se reconocen en recipientes que contienen medio de crecimiento celular
renal, se hace el recuento y se calcula la viabilidad celular. En cada pase celular, las células se sembraron a 500-4000
células/cm? en un namero suficiente de recipientes de cultivo para expandir el nimero celular al requerido para la
formulacion de NKA Figura 2B. Los recipientes de cultivo se pusieron en una incubadora a 37 °C en una atmosfera
de CO; al 5%. Como se ha descrito anteriormente, se monitorizar o la morfologia y la confluencia celular y se
reemplazaron los medios de cultivo de tejido cada 2-4 dias. La Tabla 3.2 enumera la viabilidad de las células renales
humanas observadas durante el aislamiento celular y la expansién de seis biopsias renales de donantes humanos.

Tabla 3.2 Viabilidad Celular de Células Renales Humanas en Cultivo

Pase (n = 6) Viabilidad Celular (Promedio %) [Intervalo ( %)
PO 88 84-93
P1 91 80-98
P2 94 92-99
P3 98 97-99

La variabilidad inherente del tejido de diferentes pacientes dio como resultado un rendimiento celular diferente en
cultivo. Por lo tanto, no es practico definir estrictamente el tiempo de los pases de células o el numero y tipo de
recipientes de cultivo requeridos en cada pase para alcanzar los nimeros de células objetivo. Normalmente las células
renales se someten a 2 o 3 pases; sin embargo, la duracién del cultivo y el rendimiento celular pueden variar segun la
tasa de crecimiento celular. Esto se ejemplifica en la Figura 3, en la que se muestra la duracion del cultivo y los
rendimientos celulares (calculo) de 6 pacientes.

Las células se separaron para la cosecha o pase con tripsina al 0,25 % con EDTA (Invitrogen). La viabilidad se evaluo
mediante la exclusion con azul de Tripano y el recuento se lleva a cabo por via manual usando un hemocitémetro o
usando el sistema de recuento automatizado Cellometer® (Nexcelom Bioscience Lawrence MA).

Ejemplo 4
Crioconservacion de Células Cultivadas

Las células renales expandidas se crioconservaron de manera rutinaria para acomodar la variabilidad inherente del
crecimiento celular de pacientes individuales y para administrar el producto en un programa clinico determinado
previamente (Figura 2B). Las células crioconservadas también proporcionan una fuente de soporte de células en caso
de que se necesite otra NKA (por ejemplo, retraso debido a enfermedad del paciente, sucesos imprevistos del proceso,
etc.). Se establecieron condiciones que se han usado para crioconservar células y recuperar células viables y
funcionales al descongelarse.
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Para la crioconservacion, las células se suspenden a una concentracion final de aproximadamente 50x108 células/ml
en solucién de criopreservacion (véase el Ejemplo 1) y se distribuyen en viales. Los viales de un ml que contienen
aproximadamente 50x10® células/ml se pusieron en la camara de congelacion de un congelador de velocidad
controlada y se congelaron a una velocidad programada previamente. Después de la congelacion, las células se
transfirieron a un congelador de nitrégeno liquido para su almacenamiento en el proceso.

Ejemplo 5
Preparacion de la poblacion de células SRC

Las células renales seleccionadas (SRC) se pueden preparar a partir de los recipientes de cultivo finales que se
cultivan a partir de células crioconservadas o directamente a partir de los cultivos de expansion que dependen de la
programacion de la Figura 2B.

Si se usan células crioconservadas, las células se descongelaron y se colocaron en placas en recipientes de cultivo
de tejidos para una etapa de expansion final. Cuando los recipientes de cultivo finales tenian una confluencia de
aproximadamente 50-100 %, las células confluentes estaban listas para el procesamiento para la separacién SRC.
Los intercambios de medios y los lavados finales de NKA diluyen cualquier solucién de crioconservacion residual en
el producto final.

Una vez que los recipientes de cultivo celular final han alcanzado al menos una confluencia de un 50 %, los recipientes
de cultivo se transfirieron a una incubadora hipdxica ajustada para oxigeno al 2 % en una atmésfera de COz al 5% a
37 °C y se cultivaron durante una noche. Véase la Figura 2C. Las células se pueden mantener en la incubadora
controlada por oxigeno ajustada para oxigeno al 2 % durante 48 horas. La exposicién al entorno fisiolégicamente
relevante de bajo contenido de oxigeno (2 %) mejord la eficacia de la separacion celular y permiti6 una mayor
deteccion de marcadores inducidos por hipoxia tal como VEGF.

Después de que las células se hayan expuesto a las condiciones hipoxicas durante un periodo de tiempo suficiente
(por ejemplo, durante una noche a 48 horas), las células se separaron con tripsina al 0,25 % con EDTA (Invitrogen).
La viabilidad se evalué mediante exclusiéon con azul de Tripano y el recuento se llevd a cabo por via manual usando
un hemocitémetro o usando el sistema de recuento automatizado Cellometer® (Nexcelom Bioscience Lawrence MA).
Las células se lavaron una vez con DPBS y se resuspendieron aproximadamente 850x10° células/ml en DPBS.

La centrifugacion en gradiente de densidad se uso para separar las poblaciones de células renales recolectadas en
funcién de la densidad de flotacion de la célula. Las suspensiones de células renales se separaron en solucién de
gradiente de densidad de iodixanol al 7 % en una sola etapa (OptiPrep; 60 % (p/v) en OptiMEM; véase el Ejemplo 1).

La solucion de gradiente OptiPrep al 7 % se prepard y el indice de refraccion indicativo de la densidad deseada se
midio (I. R. 1,3456 + /- 0,0004) antes de su uso. Las células renales cosechadas se colocaron en capas sobre la
solucion de gradiente. El gradiente de densidad se centrifugd a 800 g durante 20 minutos a temperatura ambiente (sin
freno) en tubos de centrifuga o en un procesador celular (por ejemplo, COBE 2991). La fraccion celular que presentaba
una densidad de flotacion mayor de aproximadamente 1,045 g/ml se recogié después de la centrifugacion como un
sedimento distinto Figura 4. Las células que mantenian una densidad de flotacién inferior a 1,045 g/ml se excluyeron
y se descartaron.

El sedimento de SRC se resuspendié en DPBS (Figura 2C). La transferencia de OptiPrep residual, FBS, medio de
cultivo y materiales auxiliares en el producto final se minimizan con 4 etapas de lavado con DPBS y 1 solucion de
gelatina.

Ejemplo 6

Las células con potencial terapéutico se pueden aislar y propagar a partir _de tejido renal normal y
cronicamente enfermo

El objetivo del presente estudio fue determinar la caracterizacién funcional de las células NKA humanas a través del
analisis de alto contenido (HCA). Las imagenes de alto contenido (HCI) proporcionan imagenes simultaneas de
multiples sucesos subcelulares usando dos o mas sondas fluorescentes (multiplexacion) a través de un nimero de
muestras. El analisis de alto contenido (HCA) proporciona una medicién cuantitativa simultanea de multiples
parametros celulares capturados en imagenes de alto contenido. En resumen, se generaron cultivos no fraccionados
(UNFX) (Aboushwareb et al., World J Urol 26, 295, 2008) y se mantuvieron a partir de biopsias centrales tomadas de
cinco riflones humanos con enfermedad renal crénica avanzada (CKD) y tres rifiones de ser humano sin CKD mediante
procedimientos convencionales de biopsia. Después de (2) pases de UNFX ex vivo, las células se cosecharon y se
sometieron a métodos de gradiente de densidad (como se describe en el Ejemplo 2 de Basu et al., documento WO
2012/064369) para generar subfracciones, incluyendo las subfracciones B2, B3, y/o B4.

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2744 979 T3

Los tejidos de rifidn humano se obtuvieron a partir de donantes humanos sin CKD y con CKD como se resume en la
Tabla 10.1 de llagan et al., documento PCT/US2011/036347. la Figura 4 de llagan et al., documento
PCT/US2011/036347 muestra las caracteristicas histopatoldgicas de las muestras HK17 y HK19. Los cultivos ex vivo
se establecieron a partir de todos los rifiones sin CKD (3/3) y con CKD (5/5). El analisis de alto contenido (HCA) del
transporte de albumina en células NKA humanas que definen regiones de interés (ROI) se muestra en la Figura 5
(HCA del transporte de albumina en células NKA humanas) de llagan et al., documento PCT/US2011/036347. La
comparacion cuantitativa del transporte de albumina en células NKA obtenidas a partir de rifion sin CKD y con CKD
se muestra en la Figura 6 de llagan et al., documento PCT/US2011/036347. Como se muestra en la Figura 6 de llagan
et al., documento PCT/US2011/036347, el transporte de albumina no se ve comprometido en los cultivos de NKA
obtenidas a partir de CKD. El analisis comparativo de expresién de marcadores entre células B2 enriquecidas con
tubulos y subfracciones de células B4 con agotamiento de células tubulares se muestra en la Figura 7 (CK8/18/19) de
llagan et al., documento PCT/US2011/036347.

El analisis funcional comparativo del transporte de albumina entre las subfracciones de células B2 enriquecidas con
tubulos y subfracciones de células B4 con agotamiento de células tubulares se muestra en la Figura 8 de llagan et al.,
documento PCT/US2011/036347. La subfraccion B2 esta enriquecida con células de tubulos proximales y por lo tanto
presenta un aumento de la funcién de transporte de albumina.

Absorcién de albumina: Los medios de cultivo de células cultivadas hasta confluencia en placas de colageno IV de 24
pocillos (BD Biocoat ™) se reemplazé durante 18-24 horas con DMEM sin rojo fenol, sin suero, DMEM con bajo
contenido de en glucosa (DMEM pr-/s-/Ig) que contenia 1X antimicotico / antibiédtico y glutamina 2 mM. Inmediatamente
antes del ensayo, las células se lavaron y se incubaron durante 30 minutos con DMEM pr-/s-/Ig + HEPES 10 mM,
glutamina 2 mM, CaCl, 1,8 mM, y MgCl; 1 mM. Las células se expusieron a 25 pug/ml de albumina bovina conjugada
con rodamina (Invitrogen) durante 30 minutos, se lavaron con PBS frio para detener la endocitosis y se fijaron
inmediatamente con paraformaldehido al 2 % que contenia 25 pg/ml de colorante nuclear de Hoechst. Para los
experimentos de inhibicién, la proteina asociada al receptor 1 yM (RAP) (Ray Biotech, Inc., Norcross GA) se afadio
10 minutos antes de la adiciéon de albumina. El analisis y la obtencion de imagenes microscopicas se realizaron con
un BD Pathway™ 855 High-Content Biolmager (Becton Dickinson) (véase Kelley et al. Am J Physiol Renal Physiol.
Nov de 2010; 299 (5): F1026-39. Epub 8 de Sep, 2010).

En conclusion, el HCA produce datos a nivel celular y puede revelar dinamicas de poblaciones que son indetectables
con otros ensayos, es decir, expresion de genes o proteinas. Se puede usar un ensayo cuantificable de HCA ex vivo
para medir la funcién de transporte de albimina (HCA-AT) para caracterizar células de tubulos renales humanos como
componentes de prototipos de NKA humanos. HCA-AT permitié la evaluacion comparativa de la funcién celular,
mostrando que las células competentes para el transporte de albimina eran retenidas en cultivos de NKA obtenidos
a partir de rifiones con CKD humana. También se demostré que las subfracciones especificas de los cultivos de NKA,
B2 y B4, eran distintas en fenotipo y funcion, con B2 que representa una fraccion enriquecida en células tubulares con
actividad de transporte de albumina potenciada. La subpoblacion de células B2 de la CKD humana es fenotipica y
funcionalmente andloga a las células roedor B2 que demostraron eficacia in vivo (como se ha mostrado anteriormente).

Ejemplo 7

Cultivo con bajo contenido de oxigeno antes de que el gradiente influya en la distribucion, composicidén, y
expresion genética de la banda

Para determinar el efecto de las condiciones de oxigeno en la distribucion y composicion de los prototipos B2 y B4,
las preparaciones celulares de neorifidn de diferentes especies se expusieron a diferentes condiciones de oxigeno
antes de la etapa de gradiente. Se establecié una preparacion celular (RK069) para el aumento de los neorifiones
(NKA) de roedor mediante procedimientos convencionales para el aislamiento de células de rata y el inicio del cultivo,
como se describe en Kelley et al., 2010, mencionado anteriormente. Todos los matraces se cultivaron durante 2-3 dias
en condiciones de oxigeno al 21 % (atmosférico). Los medios se cambiaron y la mitad de los matraces a continuacion
se reubicaron a una incubadora con oxigeno controlado ajustada a un 2 % de oxigeno, mientras que los matraces
restantes se mantuvieron en condiciones de oxigeno al 21 %, durante un periodo adicional de 24 horas. A continuacion,
las células se cosecharon de cada conjunto de condiciones mediante los procedimientos estandar de recoleccion
enzimatica que se han mencionado anteriormente. Los gradientes de etapa se prepararon de acuerdo con los
procedimientos convencionales y los cultivos "normoéxicos" (oxigeno al 21 %) e "hipdxicos" (oxigeno al 2 %) se
cosecharon por separado y se aplicaron lado a lado a gradientes de etapas idénticos. Aunque se generaron 4 bandas
y un sedimento en ambas condiciones, la distribucion de las células en todo el gradiente fue diferente en lotes
cultivados con oxigeno al 21 % y al 2 % (Tabla 7.1). Especificamente, el rendimiento de B2 aumento con la hipoxia,
con una disminucion simultaneas de B3. Ademas, la expresion de genes especificos de B4 (tal como eritropoyetina)
se mejoro en el gradiente resultante generado a partir de las células cultivadas en condiciones hipdxicas (Figura 73
de Presnell et al., documento WO/2010/056328).

Una preparacion celular de NKA de canino (DK008) se establecié mediante procedimientos convencionales para el

aislamiento y el cultivo de células de perro (analogos a los procedimientos de aislamiento y cultivo de roedor), como
se describe en Basu et al., documento WO 2012/064369. Todos los matraces se cultivaron durante 4 dias en
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condiciones de oxigeno al 21 % (atmosférico), a continuacién un subconjunto de matraces se transfirié a hipoxia (2 %)
durante 24 horas mientras que un subconjunto de los matraces se mantuvo al 21 %. Posteriormente, cada conjunto
de matraces se cosechd y se sometié a gradientes escalonados idénticos. De un modo similar al de los resultados en
ratas, las células de canino cultivadas en condiciones hipoxicas se distribuyeron en todo el gradiente de manera
diferente que las células de camino cultivadas con oxigeno atmosférico (Tabla 7.1). De nuevo, el rendimiento de B2
aumento con la exposicion hipdxica antes del gradiente, junto con una disminucion simultanea de la distribucion de
B3.

Tabla 7.1.
Rata (RK069) Perro (DK008)
02al2% |0z2al21 % | O:al2% | Ozal21 %
B1 0,77 % 0,24 % 1,20 % 0,70 %
B2 88,50 % | 79,90 % 64,80 % 36,70 %
B3 10,50 % | 19,80 % 29,10 % 40,20 %
B4 0,23 % 0,17 % 4,40 % 21,90 %

Los datos mencionados anteriormente muestran que la exposicion de gradiente previo a hipoxia mejora la composicion
de B2 asi como la distribucién de células especializadas especificas (células productoras de eritropoyetina, células
vasculares y células glomerulares) en B4. Por lo tanto, el cultivo hipdxico, la separacion de gradiente de densidad
seguido como se describe en Basu et al., mencionado anteriormente, es una forma eficaz de generar poblaciones 'B2'
y 'B4', entre especies.

Ejemplo 8

Caracterizacion de una mezcla no fraccionada de células renales aisladas a partir de una muestra de paciente
con glomerulonefritis autoinmune

Una mezcla no fraccionada de células renales se aisld, como se ha descrito anteriormente, a partir de una muestra de
paciente autoinmune con glomerulonefritis. Para determinar la composicion genotipica imparcial de subpoblaciones
especificas de células renales aisladas y expandidas a partir de tejido renal, se realizé un andlisis cuantitativo por PCR
en tiempo real (QRTPCR) (Brunskill et al., Dev. Cell. Noviembre de2008; 15 (5): 781-791) usado para identificar
patrones de expresion de genes diferenciales especificos de tipo celular y de ruta especifica entre las subfracciones
celulares. Como se muestra en la Tabla 6.1 de llagan et al., Documento PCT/US2011/036347, HK20 es una muestra
de paciente autoinmune con glomerulonefritis. Como se muestra en la Tabla 6.2 de llagan et al., Documento
PCT/US2011/036347, las células generadas a partir de HK20 carecen de células glomerulares, de acuerdo con lo
determinado por gqRTPCR.

Ejemplo 9

Formacion de perfiles genéticos de poblaciones de células renales bioactivas terapéuticamente relevantes
aisladas a partir de un caso de glomerulosclerosis segmentaria focal

Para determinar la composicién genotipica imparcial de subpoblaciones especificas de células renales aisladas y
expandidas a partir de tejido renal, se empled el analisis cuantitativo por PCR en tiempo real (QRTPCR) (Brunskill et
al., Mencionados anteriormente 2008) para identificar los patrones de expresion génica especificos de células y
especificos de rutas entre las subfracciones celulares. La preparacion humana HK023, obtenida a partir de un caso
de glomeruloesclerosis segmentaria focal (FSGS) en la que se habia destruido una gran parte de los glomérulos, se
evaluo la presencia de células glomerulares en la fraccion B4 al momento de la cosecha. En resumen, se generaron
cultivos no fraccionados (UNFX) (Aboushwareb et al., World J Urol 26, 295, 2008) y se mantuvieron con precision de
cada una de las (4) biopsias centrales tomadas de el rifién usando procedimientos de biopsia convencionales. Después
de (2) pases de UNFX ex vivo, las células se cosecharon y se sometieron a métodos de gradiente de densidad de
acuerdo con Ejemplo 6 de Basu et al., documento WO2012/064369 para generar subfracciones, incluyendo la
subfraccion B4, que se sabe que esta enriquecida para células endocrinas, vasculares y glomerulares basandose en
el trabajo llevado a cabo en muestras de ensayo de roedor, perro y otras muestras de ensayo de ser humano.

Las fracciones de células B4 se recogieron por separado a partir de cada muestra UNFX independiente de HK023,
que aparecen como bandas distintas de células con densidad de flotacion entre 1,063 -1,091 g/ml. EI ARN se aisl6 de
cada muestra y se examind la expresioén de Podocina (marcador de células glomerulares) y PECAM (marcador de
células endoteliales) mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Como se esperaba de una muestra generada por
biopsia de un caso de FSGS grave, la presencia de células glomerulares positivas para podocina (+) en fracciones B4
fue incoherente, con la podocina siendo indetectable en 2/4 de las muestras. Por el contrario, PECAM + células
vasculares estuvieron constantemente presentes en las fracciones B4 de 4/4 de los cultivos iniciados por biopsia. Por
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lo tanto, la fraccion B4 se puede aislar en el intervalo de densidades de 1,063-1,091 g/ml, incluso a partir de los rifiones
de ser humano con patologias graves.

Tabla 9.1 Expresion de Podocina y PECAM para deteccion de células glomerulares y vasculares en la subfraccion
B4 aislada a partir de un caso de FSGS.

HKO02 3 / Biopsia RQ (Podocina)/B4 RQ (PECAM)/B4
N.° 1/p2 0,188 0,003
N.° 2/p2 ND 0,02
N.° 3/p2 40,1 0,001
N.° 4/P2 ND 0,003

Ademas, como se muestra en la Tabla 7.2 de llagan et al., documento PCT/US2011/036347, la muestra de ser humano
(HKO018) presentd Podocina (marcador glomerular) no detectable por gRTPCR después de centrifugacion en gradiente
de densidad.

Ejemplo 10

Enriguecimiento/agotamiento de tipos de células renales viables usando clasificacidon celular activada por
fluorescencia (FACS)

Una o mas células renales aisladas se pueden enriquecer, y/o uno o mas tipos de células renales especificas se
pueden agotar a partir de tejido de rifidn primario aislado usando clasificacion celular activada por fluorescencia
(FACS).

REACTIVOS: etanol al 70 %; tampon de lavado (PBS); medio de células renales a 50:50 (DMEM con alto contenido
de glucosa al 50 %): Queratinocitos al 50 %-SFM; azul de tripano al 0,4 %; anticuerpos primarios para dirigirse a la
poblacion de células de rifién tal como CD31 para células endoteliales de rifién y Nefrina para células glomerulares de
rifndn. Anticuerpos secundarios fluorescentes especificos de isotipo emparejados; tampon de tincion (BSA a 0,05 %en
PBS).

PROCEDIMIENTO: Siguiendo procedimientos convencionales para limpieza de la cabina de seguridad biolégica
(BSC), una suspension de células individuales de células de rifién a partir de cualquiera de células de aislamiento
primario o cultivadas se puede obtener a partir de un matraz tratado con T500 T/C y se mueven a suspender en medio
de células de rifion y se colocan en hielo. El recuento y la viabilidad celulares a continuacion se determinan usando el
método de exclusion con azul de tripano. Para enriquecimiento/agotamiento de células renales de, por ejemplo, las
células glomerulares o las células endoteliales de una poblacion heterogénea, se obtienen entre 10 y 50x10° células
vivas con una viabilidad de al menos un 70 %. La poblacion heterogénea de células renales a continuacion se tifie con
anticuerpo primario especifico para el tipo de célula diana a una concentracion de partida de 1 ug/0,1 ml de tampdn
de tincion/1 x 108 células (se hace la titulacion si fuera necesario). El anticuerpo diana puede estar conjugado tal como
CD31 PE (especifico para células endoteliales de rifidn) o no conjugado tal como Nefrina (especifica para células
glomerulares de rifién).

A continuacion las células se tifieron durante 30 minutos en hielo o a 4 °C protegidas de la luz. Después de 30 minutos
de incubacioén, las células se lavan mediante centrifugacion a 300 x g durante 5 min. A continuacion el sedimento se
vuelve a suspender en cualquiera de PBS o tampdn de tincidon dependiendo de si se requiere un anticuerpo secundario
especifico de isotipo conjugado. Si las células se etiquetan con un anticuerpo primario conjugado con fluorocromo, las
células se vuelven no suspender en 2 ml de PBS por 107 células y se evoluciona a FACS aria o aparato de clasificacion
de células equivalente. Si las células no estan etiquetadas con un anticuerpo conjugado con fluorocromo, entonces
las células se etiquetaron con un anticuerpo secundario conjugado con fluorocromo especifico isotipo a una
concentracion de partida de 1 ug/0,1 ml/10° células.

A continuacion las células se tifieron durante 30 min el hielo o a 4 °C protegidas de la luz. Después de 30 minutos de
incubacion, las células se lavan mediante centrifugacion a 300 x g durante 5 min. Después de la centrifugacion con el
sedimento se vuelve a suspender en PBS a una concentracion de 5x108/ ml de PBS y a continuacién se transfieren 4
ml por 12 x 75 mm a un tubo estéril.

FACs Aria se prepara para clasificacion estéril de células vivas de acuerdo con las instrucciones del fabricante (manual
de usuario de BD FACs Aria). El tubo de muestra se carga en el FACs Aria y los voltajes de PMT se ajustan después
de que comience la adquisicion. Las ventanas se dibujan para seleccionar tipos de células especificas de rifion usando
intensidad fluorescente usando una longitud de onda especifica. Se dibuja otra puerta para seleccionar la poblacién
negativa. Una vez que se han dibujado las puertas deseadas para encapsular la poblacion diana positiva y la poblacion
negativa, las células se clasifican de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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La poblacién diana positiva se recoge en un tubo cénico de 15 ml y la poblacién negativa en otro tubo cénico de 15 ml
lleno con 1 ml de medio de células renales. Después de la recoleccion, se analiza una muestra de cada tubo mediante
citometria de flujo para determinar la pureza. Las células recolectadas se lavan por centrifugacion a 300 x g durante 5
min. y el sedimento se resuspende en medio de células renales para su posterior analisis y experimentacion.

Ejemplo 11

Enriguecimiento/agotamiento de tipos de células renales usando clasificacion celular magnética

Una o mas células renales aisladas se pueden enriquecer y/o uno o mas tipos de células renales especificas se pueden
agotar a partir de tejido de rifidn primario aislado.

REACTIVOS: etanol al 70 %, tampon de lavado (PBS), medio de células renales a 50:50 (DMEM con alto contenido
de glucosa al 50 %): Queratinocitos al 50 %-SFM, azul de tripano al 0,4 %, tampon de desarrollo (PBS, EDTA 2 mM,
BSA al 0,5 %), tampodn de aclarado (PBS, EDTA 2 mM), solucion de limpieza (etanol al 70 % en v/v), reactivo de
bloqueo Miltenyi FCR, microperlas de Miltenyi especificas para isotipo de 1gG, anticuerpo diana tal como CD31
(PECAM) o Nefrina, o anticuerpo secundario.

PROCEDIMIENTO: Siguiendo procedimientos convencionales para limpieza de la cabina de seguridad bioldgica
(BSC), se obtiene una suspension celular unica de células renales de aislamiento primario o cultivo y se resuspende
en medio de células renales. El recuento celular y la viabilidad se determinan usando el método de exclusion de azul
de tripano. Para el enriquecimiento/agotamiento de células renales de, por ejemplo, las células glomerulares o células
endoteliales de una poblacion heterogénea, se obtiene al menos 108 hasta 4x10° células vivas con una viabilidad de
al menos un 70 %.

La mejor separacion para el enfoque de enriquecimiento/agotamiento se determina en funcion de la célula diana de
interés. Para el enriquecimiento de una frecuencia diana inferior a un 10 %, por ejemplo, las células glomerulares
usando el anticuerpo Nefrina, Miltenyi autoMACS, o equivalente, el programa instrumento POSSELDS (seleccion
doble positiva en modo sensible). Para el agotamiento de una frecuencia diana de mas de un 10 %, se usa Miltenyi
autoMACS, o equivalente, el programa de instrumento DEPLETES (agotamiento en modo sensible).

Las células vivas se etiquetan con anticuerpo primario especifico mediana, por ejemplo, anticuerpo policlonal Nefrina
rb para células glomerulares, afiadiendo 1 mg/108 células/0,1 ml de PBS con BSA al 0,05 % en un tubo de centrifuga
coénico de 15 ml, seguido de incubacién durante 15 minutos a 4 °C.

Después del etiquetado, las células se lavan para retirar el anticuerpo primario sin unir mediante la adicién de 1-2 ml
de tampon por 107 células seguido de centrifugacion a 300 x g durante 5 min. Después del lavado, se afiade un
anticuerpo secundario especifico de isotipo, tal como PE de pollo anti-conejo a 1 ug/108/0,1 ml de PBS con BSA al
0,05 %, seguido de incubacion durante 15 minutos a 4 °C.

Después de la incubacion, las células se lavan para retirar el anticuerpo secundario no unido mediante la adicién de
1-2 ml de tampdn por 107 células seguido de centrifugacion a 300 x g durante 5 min. El sobrenadante se retira, y el
sedimento celular se resuspende en 60 ul de tampdn por 107 células totales seguido de la adicion de 20 ul de reactivo
de bloqueo FCR por 107 células totales, que a continuacion se mezcla bien.

Aradir 20 pl de microperlas MACS directas (tal como microperlas anti-PE) y mezclar y a continuacion incubar durante
15 min a 4 °C.

Después de la incubacion, las células se lavan afiadiendo 10-20x del volumen de etiquetado de tampon y centrifugando
la suspension celular a 300 x g durante 5 min y resuspendiendo el sedimento celular en 500 pl - 2 ml de tampén por
108 células.

De acuerdo con las instrucciones del fabricante, el sistema autoMACS se limpia y ceba en preparacion para la
separacion de células magnéticas usando autoMACS. Los nuevos tubos de recoleccion estériles se colocan debajo
de los puertos de salida. Se elige el programa de separacion celular autoMACS. Para la seleccion se elige el programa
POSSELDS. Para el agotamiento, se elige el programa DEPLETES.

Las células etiquetadas se insertan en el puerto de absorcion y a continuaciéon se comienza con el programa. Después
de la seleccion o el agotamiento de las células, las muestras se recogen y se colocan en hielo hasta su uso. La pureza
de la muestra agotada o seleccionada se verifica por citometria de flujo.

Ejemplo 12

Caracterizacion fenotipica de la poblacion de células renales heterogéneas enriquecida
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El siguiente ejemplo detalla el uso de citometria de flujo para caracterizar las células renales heterogéneas de ser
humano seleccionadas del Ejemplo 5. La poblacion heterogénea de células renales estaba compuesta principalmente
por células epiteliales renales que son bien conocidas por su potencial regenerativo. Otras células parenquimatosas
(vasculares) y estromales (conducto de recogida) pueden estar escasamente presentes en la poblacion celular
autdloga.

El fenotipo celular se monitoriza mediante analisis de expresién de marcadores de células renales usando citometria
de flujo. El analisis fenotipico de las células se basa en el uso de marcadores antigénicos especificos para el tipo de
célula que se analiza. El analisis de citometria de flujo proporciona una medida cuantitativa de las células en la
poblacién demuestra que expresa el marcador antigénico que se esta analizando.

Se ha informado que varios marcadores en la bibliografia son utiles para la caracterizacion fenotipica de células
renales: (i) citoqueratinas; (ii) proteinas de membrana de transporte (acuaporinas y cubilina); (iii) moléculas de unién
celular (adherinas, grupo de diferenciacion y lectinas); y (iv) enzimas metabodlicas (glutation). Dado que la mayoria de
las células encontradas en cultivos obtenidos a partir de digestiones de rifion completo son células epiteliales y
endoteliales, los marcadores examinados se centran en la expresion de proteinas especificas para estos dos grupos.

Las citoqueratinas son una familia de proteinas de filamento intermedio expresadas por muchos tipos de células
epiteliales en diversos grados. El subconjunto de citoqueratinas expresadas por una célula epitelial depende del tipo
de epitelio. Por ejemplo, las citoqueratinas 7, 8, 18 y 19 se expresan por epitelios simples normales del rifién y el tracto
urogenital restante, asi como los tractos digestivo y respiratorio. Estas citoqueratinas en combinaciéon son
responsables de la integridad estructural de las células epiteliales. Esta combinacion representa las familias de
queratina acido (tipo 1) y basica (tipo Il) y se encuentra abundantemente expresada en células renales (Oosterwijk et
al., J Histochem Cytochem, 38 (3): 385-392, 1990). Las citoqueratinas preferentes para su uso en el presente
documento son CK8, CK18, CK19 y combinaciones de las mismas.

Las acuaporinas son proteinas de membrana de transporte que permiten el paso de agua dentro y fuera de la célula,
a la vez que evitan el paso de iones y otros solutos. Hay trece acuaporinas descritas en la bibliografia, seis de las
cuales se encuentran en el rifién (Nielsen et al., J Histochem Cytochem, 38 (3): 385-392, 2002). La Acuaporina 2, al
ejercer un control estricto en la regulacion del flujo de agua, es responsable de que las membranas plasmaticas de las
células epiteliales de los conductos de recoleccion renales tengan una alta permeabilidad al agua, permitiendo de ese
modo que el agua fluya en la direccion de un gradiente osmotico (Bedford et al., J Am Soc Nephrol, 14 (10): 2581-
2587, 2003; Takata et al., Histochem Cell Biol, 130 (2): 197-209, 2008; Tamma et al., Endocrinology, 148 (3): 1118 -
1130, 2007). Acuaporinal es caracteristica de los tibulos proximales (Baer et al., Cells Tissues Organs: 184 (1), 16-
22, 2006; Nielsen et al., 2002, mencionados anteriormente).

La Cubilina es una proteina receptora de membrana de transporte. Cuando se localiza conjuntamente con la proteina
megalina, juntas estimulan la internalizacion de ligandos unidos a cubilina tal como albamina. La Cubilina se encuentra
dentro del epitelio del intestino y el rifién (Christensen, Am J Physiol Renal Physiol, 280 (4): F562-573, 2001).

CXCR4 es una proteina de membrana de transporte que sirve como un receptor de quimioquinas para SDF1. Después
de la union del ligando, los niveles de calcio intracelular aumentan y la activacion de MAPK1 / MAPK3 aumenta.
CXCR4 se expresa constitutivamente en el rifion y desempefia un papel importante en el desarrollo renal y la
tubulogénesis (Ueland et al., Dev Dyn, 238 (5): 1083-1091, 2009).

Las cadherinas son proteinas de adhesion celular dependientes de calcio. Se clasifican en cuatro grupos, con las E-
cadherinas encontradas en el tejido epitelial, y estan implicadas en la regulacién de la movilidad y la proliferacion. La
E-cadherina es una glicoproteina transmembrana que se ha encontrado que se localiza en las uniones de adherinas
de las células epiteliales que forman los tubulos distales en el rifidn (Prozialeck et al.,, BMC Physiol, 4:10, 2004; Shen
et al., Mod Pathol, 18 (7): 933-940, 2005).

La DBA (aglutinina de Dolichos biflorus) es una lectina de union a a-N-acetilgalactosamina (proteina de union celular)
transportada en la superficie de las estructuras de los conductos colectores renales, y se considera y se usa como un
marcador general del desarrollo de conductos renales de recogida y tubulos distales (Michael et al., J Anat 210 (1):
89-97,2007; Lazzeri et al., J Am Soc Nephrol 18 (12): 3128-3138, 2007).

El grupo de diferenciacion 31 (CD31; también conocido como molécula de adhesién de células endoteliales de
plaquetas, PECAM-1) es una proteina de adhesion celular que se expresa en poblaciones seleccionadas de células
inmunes asi como células endoteliales. En las células endoteliales, esta proteina se concentra en los bordes celulares
(DelLisser, 1997). El grupo de diferenciacion 146 (CD146) esta implicado en la adhesion celular y la cohesién de las
células endoteliales en las uniones intercelulares asociadas con el citoesqueleto de actina. Fuertemente expresado
por el endotelio de los vasos sanguineos y el musculo liso, el CD146 se usa actualmente como marcador para el linaje
de células endoteliales (Malyszko et al., J Clin Endocrinol Metab, 89 (9): 4620-4627, 2004), y es el equivalente canino
de CD31.

La gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) es una enzima metabdlica que cataliza la transferencia del resto gamma-
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glutamilo de glutatién a un aceptor que puede ser un aminoacido, un péptido, o agua, para formar glutamato. Esta
enzima también desempefia un papel en la sintesis y degradacion de la glutation y la transferencia de aminoacidos a
través de la membrana celular. GGT esta presente en las membranas celulares de muchos tejidos, incluyendo las
células del tubulo proximal de los rifiones (Horiuchi et al., Eur J Biochem, 87 (3): 429-437, 1978; Pretlow et al., J
Histochem Cytochem, 35 (4): 483-487, 1987; Welbourne et al., Am J Physiol, 277 (4 Pt 2): F501-505, 1999). La Tabla
12.1 proporciona un listado de los tipos especificos de células renales que expresan estos marcadores detectados por
citometria de flujo.

Tabla 12.1 Marcadores Fenotipicos para Caracterizacion de SRC

Marcador Antigénico Reactividad

CK&8/18/19 Células epiteliales, tubulos proximales y distales

CK8 Células epiteliales, tubulos proximales

CK18 Células epiteliales, tubulos proximales

CK19 Células epiteliales, conductos de recogida, tubulos distales
CK7 Células epiteliales, conductos de recogida, tubulos distales
CXCR4 Células epiteliales, tubulos proximales y distales
E-cadherina Células epiteliales, tubulos distales

Cubilina Células epiteliales, tubulos proximales

Acuaporina 1

Células epiteliales, tubulos proximales, extremidad fina descendente

GGT1

Células de rifdn fetales y de adulto, tubulos proximales

Acuaporina 2

Células de los conductos de recogida renales, tubulos distales

DBA

Células de los conductos de recogida renales, tibulos distales

CD31

Células endoteliales del rifidn (rata)

CD146

Células endoteliales del rifidén (canino, ser humano)

Las células SRC del Ejemplo 5 se investigaron para fenotipo de biomarcadores especificos.

Para inmunofenotipado: el anticuerpo especifico se afiadié a 100 microlitros de suspension celular y la mezcla se
incubo en la oscuridad durante 30-45 minutos a 4 °C. Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se
centrifugaron para retirar el exceso de anticuerpo. Las células se volvieron a suspender a células/microlitros de PBS
y se analizaron mediante citometria de flujo. El analisis de citometria de flujo se llevd a cabo con un citémetro de flujo
FACSAria (Becton Dickinson) y el software FlowJo (Treestar, Inc.). Los anticuerpos usados para caracterizar el
fenotipo del marcador de superficie se muestran en las Tablas 12.2 y 12.3. En todos los experimentos se usaron los
controles negativos de anticuerpo primario especifico de isotipo. Los controles emparejados por isoTipo apropiados
se usaron para hacer una ventana de las poblaciones negativas.

Tabla 12.2. Panel Fenotipico para SRC Humanas en NKA Informada en IND

Marcador Distribucion renal Componente Descripcion Comercial
Antigénico Celular

Perfil Fenotipico Primario

CK 18 Células epiteliales, tubulos Citoplasmatico clon C-04, Ms mAb IgG1, Abcam ab668
proximales

GG T1 Tubulos proximales Membrana Ms mAb IgG2a, Abcam ab55138

AQ P2 Tubulos distales, conductos de |Membrana Rb pAb IgG, Abcam ab62628
recogida

Perfil Fenotipico Ampliado

CK 8,18,19 Tubulos proximales y distales  |Citoplasmatico Ms mAb IgG1, Abcam ab41825
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(continuacion)

Marcador Distribuciéon Renal Componente Descripcion Comercial

Antigénico Celular

CK8 Tubulos proximales Citoplasmatico Ms mAb IgG1, Abcam ab9023

CK 19 Tudbulos distales, conductos de |Citoplasmatico Clon BA-17, Ms mAb, Abcam ab7755
recogida

CK?7 Tudbulos distales, conductos de |Citoplasmatico Ms mAb IgG1, Abcam ab41825
recogida

CX CR4 Tubulos proximales y distales |Membrana Clon 12G5, Ms mAb IgG2a, R&D Systems

(Fusina) MAB170

E-cadherina Tubulos distales Membrana Ms mAb IgG2a, BD 610182

(CD324)

Cubilina Tubulos proximales Membrana Gt pAb IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc-

23644

AQ P1 Tdbulos proximales, extremidad [Membrana Clon 1/22, Ms mAb IgG2a, Abcam ab9566
fina descendente

DB A Tubulos distales, conductos de [Membrana Aglutinina, Vector Labs B-1035
recogida

CD 31 Células endoteliales (rata) Membrana Ms mAb IgG1, BD 555444

(PECAM-1)

CD 146 Células endoteliales (ser Membrana Clon P1H12, Ms mAb IgG1, Abcam
humano, perro) ab24577

Abreviaturas: Gt, cabra; Ms, raton; mAb, anticuerpo monoclonal; pAb, anticuerpo policlonal; Rb, conejo.

Tabla 12.3. Marcadores Fenoti

picos Adicionales para Evaluacion de SRC Humanas

Marcador Antigénico

Distribucion Renal

Descripcion Comercial

AQP4 Conductos de recogida Clon 8J301, Ms mAb IgG1, US
Biological A3000-14B
CD24 Glomérulos y tibulos proximales | Rb pAb IgG, Abcam ab110448

(marcador de células
precursoras / células madre)

CD54 (ICAM-1)

Glomérulos (células endoteliales,
ser humano)

Clon HA58, Ms mAb IgG1, BD
559771

CD73 Corteza Renal (fibroblastos Gt pAb IgG, Santa Cruz
intersticiales) Biotechnology, sc-14684
CcD117 Tubulos proximales (marcador | Clon 104D2, Ms mAb 104D2, BD
de células madre) 340867
CD133 Glomeérulos y tubulos proximales | Rb pAb IgG, Abcam ab19898
(marcador de células
precursoras / células madre)
CK8,18 Tubulos proximales y distales Ms mAb IgG2a, Abcam abl5224
CK40 a 67 Tubulos proximales Clon AE1/AE3, Ms mAb IgG1,
Dako M3515
N-cadherina Tubulos proximales Ms mAb IgG1, BD 610921
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(continuacion)

Marcador Antigénico

Distribucion Renal

Descripcion Comercial

Pan-cadherina

Tubulos proximales

Clon CH-19, Ms mAb IgG1,
Abcam ab6528

Calbindina Tubulos distales Ms mAb IgG1, US Biological
C0113-15
Calponina Glomérulos (fibroblastos Ms mAb IgG1, Dako M3556
intersticiales)
Conexina 43 Glomérulos Clon 4EG.2, Ms mAb IgG1,

Abcam ab79010

EPO (eritropoyetina)

Corteza Renal (fibroblastos
intersticiales)

Ms mAb IgG2a, US Biological
E3455-13

GLEPP1 (proteina 1 del epitelio glomerular)

Glomérulos

Gt pAb IgG, Santa Cruz
Biotechnology sc-33415

] GST-1 (alfa glutation S-transferasa)

Tubulos proximales

Rb pAb IgG, Santa Cruz
Biotechnology sc-459

Haptoglobulina

Glomérulos

IgY de pollo, US Biological 03-
003-02

ltgb1 (Integrina 1)

conductos de recogida

Clon JB1B, Ms mAb IgG2a,
Abcam ab30388

KIM-1/TIM-1 (molécula 1 de lesion renal
/molecular que contiene inmunoglobulina de
linfocitos T y mucina)

Tubulos proximales

Clon 212211, Ms mAb IgG2b,
R&D Systems MAB1750

Megalina

Tubulos proximales y distales

Rb pAb IgG, Santa Cruz
Biotechnology, sc-25470

MAP-2 (proteina 2 asociada a microtubulos)

Tubulos proximales y distales

Clon M13, Ms mAb IgG1,
Zymed / Life Technologies
13-1500

Nefrina

Glomérulos

Ms mAb IgG1, US Biological
N2028-50D

NKCC (cotransportadores de Na-K-Cl)

Tubulos distales

Rb pAb IgG, Santa Cruz
Biotechnology sc-133823

OAT-1 (transportador 1 de aniones organicos)

Tdbulos proximales

Rb pAb IgG, US Biological

041836
Osteopontina Tubulos proximales y distales | Clon 53, Ms mAb IgG2a, Abcam
69498
PCLP1 (molécula 1 similar a podocalixina) Glomérulos Gt pAb IgG, Santa Cruz
Biotechnology sc-10503
Podocina Glomérulos Rb pAb IgG, Santa Cruz

Biotechnology sc-21009

SMA (alfa-actina del musculo liso)

Glomérulos (fibroblastos
intersticiales)

Ms mAb IgG2a, Dako M0851

Sinaptopodina

Glomérulos

Rb pAb IgG, Santa Cruz
Biotechnology sc-50459
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(continuacion)

Marcador Antigénico Distribucion Renal Descripcion Comercial
THP (proteina tamm-horsfall) Tubulos distales Ms mAb IgG2a, Santa Cruz
Biotechnology sc-20631
Vimentina Tubulos proximales (marcador Rb pAb IgG, Atlas Antibodies
de células precursoras / células HPA001762
madre)

Las suspensiones celulares se generaron a partir de la disociacion inicial del tejido o el tratamiento con tripsina de
cultivos adherentes y se analizaron por citometria de flujo para identificar componentes celulares. Los anticuerpos
usados se enumeran en las Tablas 12.2 y 12.3 (arriba). Se usaron controles negativos de anticuerpos primarios
especificos de isotipo en todos los experimentos. Las células etiquetadas se analizaron con un citometro de flujo
FACSAria (Becton Dickinson) y el software FlowJo (Treestar, Inc.). Se usaron controles adecuados de isotipo
correspondiente para bloquear poblaciones negativas. Después de una incubacion durante una noche a 4 °C, las
células se sedimentaron, se lavaron dos veces con Triton Buffer (Triton X-100 al 0,2 % en PBS), se resuspendieron
en 1 ml de DBPS que contiene anticuerpo secundario conjugado con IgG2A de cabra anti-ratén al fluorocromo Alexa
A647 (Invitrogen), y se incubo durante 30 minutos mas. Las células se lavaron y se volvieron a suspender en 1 ml de
PBS para su analisis de acuerdo con las instrucciones del fabricante usando el software FACSAria y FlowJo. Como
control negativo, las células se incubaron en anticuerpos monoclonales con isotipo paralelo y conjugado con el mismo
fluorocromo.

La Figura 5 (Distribucion de fenotipos) muestra la expresion cuantificada de estos marcadores en poblaciones de SRC
representadas como valores de porcentaje de cada fenotipo en la poblacion.

CK&8/18/19 son las proteinas de células renales expresadas de manera mas coherente detectadas en todas las
especies. GGT1 y Acuaporina-1 (AQP1) se expresan de manera coherente pero a niveles variables. DBA, Acuaporina
2 (AQP2), E-cadherina (CAD), CK7, y CXCR4 también se observan a niveles modestos, aunque con mas variabilidad,
y CD31/146 y Cubilina la fueron las expresiones mas bajas. La Tabla 12.4 proporciona los marcadores seleccionados,
el intervalo y los valores de porcentaje medio de fenotipo en SRC vy los criterios para su seleccion.

Tabla 12.4 Marcador Seleccionado para Analisis Fenotipico de SRC

Marcador Fenotipico| Intervalo de Expresion Promedio Criterio Nivel de Expresion
CK18 81,1299,7 % (n = 87) 96,7 % Marcador epitelial Alto
GGT1 452812 % (n =63) 50,7% | Marcador Tubular Moderado
Funcional
Marcador de .
o, = o, *
AQP2 3,0a 53,7 % (n = 24) 26,8 % conducto de recogida Bajo
* Se espera que las células epiteliales del conducto de recogida sean bajas en SRC basandose en su
densidad de flotacion

Expresion Génica de SRC

El perfil de expresion génica de SRC aislado de cultivos de células renales ser humano por reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR), incluyendo los de acuaporina 2, E-cadherina, cubulina, VEGF y CD31
que también se analizaron para la produccion de proteinas. Los marcadores genotipicos de la Tabla 12.5 son
representativos de las poblaciones celulares que cabe esperar que se encuentren en los cultivos de células renales.
NCAD, Cubilina y CYP2R1 son marcadores de células epiteliales tubulares, AQP2 y ECAD son marcadores de
conducto colector y tubulos distales. Podocina y Nefrina son marcadores de podocitos. VEGF y CD31 son marcadores
endoteliales. VEGF y EPO son genes sensibles al oxigeno con ARNm relacionado presente en varios diferentes tejidos
y tipos de células.

Las sondas génicas usadas se obtuvieron en TagMan. El pase 2 de células renales de ser humano se cosecho al 70-
90 % de confluencia. ElI ARN se purificé de las células usando el Kit Mini RNeasy Plus de Qiagen de acuerdo con el
protocolo para la purificacion del ARN total de las células animales. EI ADNc se generd a partir de un volumen de ARN
igual a 1,4 ug usando el kit de sintesis de ADNc superscript® VILO ™ de Invitrogen siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los datos de qPCR promediados para las poblaciones de SRC (n = 3) se muestran en la Tabla 12.5.

Los resultados sugieren que una poblacién de células epiteliales tubulares esta presente como lo demuestra el nivel

relativamente mas alto de expresion de NCAD, Cubilinay CYP2R1. Los marcadores del tubulo de recogida distal y del
tubulo distal AQP2 y ECAD son relativamente bajos y CD31, un marcador endotelial es ain mas bajo (Tabla 12.5).
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Tabla 12.5 Analisis Expresion Génica de SRC Humanas

; i Humano
Nombre del Gen Denomgacmn del Marcador
en RQ promedio| Error Estd
Tubulo Distal,
Acuaporina 2 AQP2 Conducto de 0,201 0,201
Recogida
E-cadherina/ ECAD/ Distal 0,318 0,191
cadherina 1, Tipo 1 CDH1 Tubulo
cadherina/cadherina 2 Neuronales, Tipo 1 |NCAD/CDH2 Tubulo Proximal 3,027 0,208
Cubilina CUBN Tubular 4,319 1,036
Nefrina NPHS1 Podocito 0,768 0,422
Podocina NPHS2 Podocito 0,000 0,000
Eritropoyetina EPO Fibroblasto Cortical (2,795 0,426
vitamina D 24-Hidroxilasa CYP2R1 Tubular 1,562 0,028
\F/actor A de Crecimiento Endotelial VEGFA Endotelial 2232 0,121
ascular
Molécula de adhesion de células .
plaquetarias/Endoteliales/CD31 PECAM1/CD31 Endotelial 0,005 0,005

Se han elegido marcadores fenotipicos y funcionales basandose en una evaluacion genotipica temprana. Los niveles
de expresion del gen VEGF fueron altos y los niveles de expresion del gen acuaporina2 fueron bajos, lo que es
coherente con los datos del analisis de proteinas (Tabla 12.4 y Tabla 12.6).

Actividad enzimatica de SRC

La presencia de células viables y la funcién SRC se demostré mediante el metabolismo de PrestoBlue y la produccion
de VEGF y KIM-1.

SRC secreta activamente proteinas que se pueden detectar mediante un analisis de medio acondicionado. La funcién
celular se evalua por la capacidad de las células para metabolizar PrestoBlue y secretar VEGF (Factor de crecimiento
endotelial vascular) y KIM-1 (Molécula 1 de lesion renal).

Las células que funcionan de manera segura se pueden monitorizar en NKA por su capacidad para metabolizar
PrestoBlue. El reactivo de viabilidad celular PrestoBlue es un reactivo de ensayo basado en resazurina modificado
que es un colorante de color azul no fluorescente permeable a las células. Después de su entrada en las células que
son lo suficientemente viables para proliferar, el colorante se reduce, a través de procesos celulares naturales que
involucran enzimas deshidrogenasa, a un fluoréforo de color rojo brillante que se puede medir mediante fluorescencia
o absorbancia.

Las biomoléculas VEGF y KIM-1 representan una seleccion de moléculas de las propuestas como biomarcadores
analiticos sensibles y especificos no clinicos de dafo y funcion renal (Sistare, 2010; Warnock, 2010). /n vivo, ambos
marcadores son indicativos de la funcion tubular, la reparacion de lesiones y/o in vitro son caracteristicas reconocidas
de los cultivos de células epiteliales tubulares. KIM-1 es una proteina extracelular anclada en la membrana de las
células del tubulo proximal renal que sirve para reconocer y fagocitar las células apoptéticas que se desprenden
durante la lesion y el recambio celular. EI VEGF, expresado constitutivamente por las células renales, es un factor
fundamental angiogénico y prosupervivencia que promueve la division celular, la migracion, la supervivencia de las
células endoteliales y la germinacion vascular. SRC se ha caracterizado por expresar constitutivamente ARNm de
VEGF (Tabla 12.5) y producir activamente la proteina (Tabla 12.6). Estas proteinas pueden detectarse en medio de
cultivo expuesto a células renales y SRC. La Tabla 12.6 presenta cantidades de VEGF y KIM-1 presentes en medio
acondicionado de células renales y cultivos SRC. Las células renales se cultivaron hasta casi confluencia. El medio
acondicionado de la exposicion durante una noche a los cultivos de células renales y SRC se sometié a ensayo para
VEGF y KIM-1.
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Tabla 12.6 Producciéon de VEGF y KIM-1 por células renales humanas y SRC

Medio Acondicionado VEGF KIM-1
ng/ml ng/millones de células [ng/ml ng/millones de células
Cul_tivo de Células Renales 050242 |2.98a 14,6 0,20 a 1142152
(n=15) 3,41
- 0,32 a
SRC (n = 14) 0,80 a 3,85 |4,83 a 23,07 210 1,93 a 12,59

La funcion celular de SRC, formulacién previa, también se evalué midiendo la actividad de dos enzimas especificas;
GGT (y-glutamil transpeptidasa) y LAP (leucina aminopeptidas la) (Chung, 1982, J Cell Biol 95 (1): 118-126),
encontrado en rifidn tdbulos proximales. Los métodos para medir la actividad de estas enzimas en las células usan un
sustrato especifico de enzima en soluciéon que, cuando se afade a las células que expresan la enzima activa, se
escinden, liberando un producto cromogénico (Nachlas, 1960 J Biophys Biochem Cytol 7: 261-264; Tate, 1974 Proc
Natl Acad Sci USA 71 (9): 3329-3333). La absorbancia de la soluciéon expuesta a células se mide y es relativa a la
cantidad de producto de escision resultante de la enzima activa. El sustrato usado para GGT es el clorhidrato de la y-
p-nitroanalida del acido L-glutamico y para LAP es L-leucina p-nitroanalida. La Figura 6 muestra la actividad de LAP
y GGT en seis muestras de SRC producidas a partir de donantes ser humanos (BP1-BP4).

Sumario de Caracterizacién de SRC

La morfologia celular se monitorizé durante la expansion celular mediante la comparacion de observaciones de cultivo
con imagenes en una biblioteca de imagenes. Se monitorizo la cinética del crecimiento celular en cada pase celular.
Se espera que el crecimiento celular sea variable de paciente a paciente. Los recuentos de SRC vy la viabilidad se
monitorizaron mediante exclusion de colorante azul de tripano y/o metabolismo de PrestoBlue. Las SRC se
caracterizan por la expresion fenotipica de CK18, GGT1. Ademas, se puede controlar la expresién de AQP2. El
metabolismo de PrestoBlue y la produccién de VEGF y KIM-1 se utilizan como marcadores de la presencia de SRC
viable y funcional. La funcién SRC se puede dilucidar aun mas con el perfil de expresion génica y la medicion de la
actividad enzimatica con LAP y GGT.

Ejemplo 13
Preparacion del BioMaterial
El biomaterial usado en NKA (solucion de gelatina) se caracteriza por dos parametros fundamentales:

Concentracion: la concentracion de la solucion de gelatina se mide mediante la absorbancia a 280 nm mediante
un espectrofotometro. La concentracion de gelatina se determina a partir de una curva de calibracion de
absorbancia con respecto a la concentracion.

Ensayo de inversion: el ensayo de inversion proporciona una evaluacion visual de la capacidad de la solucion de
gelatina para formar y mantener un gel a una temperatura de 2-8 °C y para que el gel se licie a temperatura
ambiente.

Elucidacion de otras Caracteristicas del Biomaterial

Los biomateriales usados en NKA se pueden caracterizar adicionalmente por las propiedades reoldgicas y la
viscosidad. Los ensayos de reologia y viscosidad se llevaran a cabo solo con fines de verificacion y estan estimados
a su uso para la caracterizacion ampliada de biomateriales obtenidos de otros proveedores.

Las propiedades reoldgicas del biomaterial se pueden medir primero a 4 °C, a continuacién a 25 °C mediante el uso
de un reémetro estilo Couette Cell. La muestra se equilibra durante al menos 30 minutos a cada temperatura. Un
moddulo de almacenamiento aceptable (G' > 10) a la temperatura mas baja refleja la capacidad de la solucién para
formar y mantener un gel a una temperatura de envio y transporte de NKA de 2-8 °C. Un modulo de pérdida aceptable
(G" < 10) a la temperatura mas alta refleja la capacidad del gel para licuar una temperatura ambiente segun se requiera
para la administracion e implantacion de NKA.

La viscosidad del Biomaterial se mide usando un viscosimetro de cono y placa a 37 °C y una tasa de cizalladura de
200-300 s-1. Las soluciones con viscosidad en intervalos de 1,05-1,35 cP se pueden administrar de manera eficaz
mediante agujas con un calibre de 18-27.

En la preparacion para la formulacion de NKA, la gelatina se disuelve en DPBS a una concentracion especificada (0,88

% % 0,12 % en p/v) para formar una solucion de gelatina (Figura 2D). La solucion de gelatina se esterilizé por filtracion
a través de un filtro de 0,1 ym y se dividié en alicuotas en tubos. Se tomaron muestras para liberar la solucion de
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gelatina antes hasta la congelacién o formulacion de NKA. El hidrogel gelificado se almacena refrigerado o congelado
como material a granel listo para la formulacion (Figura 2D).

Ejemplo 14
Formulacion de NKA

Se hizo el recuento de las SRC lavadas del Ejemplo 5 mediante exclusion de colorante azul de tripano. La solucion
de gelatina se retiré del almacenamiento en frio y se licu6 calentando a 26-30 °C. Se centrifugd un volumen de
suspension de SRC que contiene el nimero requerido de células y se resuspendié en solucion de gelatina licuada
para una etapa de lavado final. Esta suspension se centrifugd y el sedimento de SRC se resuspendié en suficiente
solucién de gelatina para lograr una concentracién de SRC resultante de 100x108 células/ml en la NKA formulada
(Figura 2D).

NKA se presenta en una jeringa estéril de 10 ml de un solo uso. El volumen final se calculd a partir de la concentracion
de 100x10® SRC/m| de NKA y la dosis diana de 3,0x108 SRC/g de peso renal (calculada por MRI).

Ejemplo 15
Carga y Gelificacion de NKA

El producto NKA se llené asépticamente en la jeringa en el envase de NKA en un BSC para procesamiento de tejido
y operaciones de cultivo celular (Figura 2D). Se realiz6 un muestreo dinamico del aire durante todo el proceso de
carga, fluyendo el muestreo viable y no viable.

La NKA formulada estaba contenida en un tubo de centrifugadora estéril de 50 ml. Una canula estéril se unié a una
jeringa de transferencia de 10 ml. NKA se extrajo de forma manual en la jeringa de transferencia de un tubo de 50 ml
mediante la canula. La canula se retird y la jeringa de transferencia se conecto a la conexiéon Luer-Lock en el extremo
del tubo del paquete NKA. NKA se transfirié a la jeringa en el paquete NKA presionando el émbolo en la jeringa de
transferencia. Un minimo de 8,5 ml de producto se transfirid a la jeringa en el paquete NKA. El aire atrapado en la
jeringa se retirod invirtiendo la jeringa y presionando lentamente el émbolo. Después de completar el llenado, el tubo
del paquete NKA se cerré herméticamente con un sellador RF. El producto restante en la jeringa de transferencia se
devolvid al tubo de 50 ml. Se tomaron muestras de control de calidad (prueba de liberacion) del tubo de 50 ml. El
paquete de NKA se rotd durante un minimo de 2 horas para mantener las células en suspension mientras se enfriaba
a 2-8 °C para formar el NKA final gelificado (Figura 2D).

Para que la gelacion tuviera lugar de manera que las células no se asentaran en la solucion de gelatina fue necesario
un enfriamiento rapido. La temperatura de la solucién de gelatina en una jeringa se control6 a la vez que se ponia en
condiciones refrigeradas. Se observé una rapida disminucion de la temperatura. Después de 1 hora, la temperatura
habia descendido a 0,3 °C de la temperatura final 4,4 °C.

El enfriamiento de la soluciéon de gelatina inicia el proceso de gelificacion, pero se requirié una cantidad limitada de
tiempo para que el gel formado se estabilizara de manera tal que el SRC permanecera suspendido en el gel durante
el almacenamiento. Las jeringas que contiene NKA formuladas se rotaron durante una noche o durante 1,25 horas y
luego se mantuvieron en posicion vertical durante una noche. Posteriormente, los contenidos se retiraron y la
concentracion celular se midié en cuatro segmentos diferentes del producto. El analisis indica que no hubo diferencia
entre los cuatro segmentos, por lo tanto, no se produce una sedimentacion celular mensurable una vez que NKA ha
rotado a temperatura fria durante un minimo de 1,25 horas (los datos no se muestran).

Ejemplo 16

Empaquetado y transporte de NKA

NKA se empaqueto junto con la documentacion apropiada en el transporte de NKA. El transporte esta disefiado para
mantener un intervalo de temperaturas de 2-8 °C durante el transporte a la instalacion clinica. El producto formulado
refrigerado (gelificado) tiene un periodo de duracién de 3 dias.

Se incluy6 un registrador de temperatura con el paquete NKA para monitorizar la temperatura durante el transporte.
El grupo de calidad verificd el nimero de lote de NKA con la ID de paciente Unica registrada en el libro de registro de
envio/recepcion. El transporte de NKA Shipper fue enviado a la instalacion clinica mediante mensajeria o transporte
seguro similar.

Ejemplo 17

Implantacion de la NKA (poblacion de células SRC)
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Este ejemplo demuestra las propiedades degenerativas de las células renales humanas heterogéneas seleccionadas.

Sistema de administracion de NKA

El sistema de administracién de NKA estaba compuesto por una administracion celular compatible con una canula
(aguja) y una jeringa. Diferentes proveedores usan los términos canula o aguja para describir los productos de
administracion celular. Para esta descripcion, el término canula y aguja se usan indistintamente. El ensayo clinico
propuesto us6 el mismo sistema de administracion (canula y jeringa) usado en los estudios con animales adaptados
al tamafo y la anatomia del ser humano. Se us6 un procedimiento quirdrgico de laparoscopia.

El componente principal del sistema de administraciéon de NKA fue la canula. Se us6 una canula compatible con NKA.

Implantacion de NKA

En la preparacion para la implantacion, NKA se dejé calentar a temperatura ambiente justo antes de la inyeccién en
el rifién para licuar el producto.

NKA se dirigio para inyeccion en la corteza del rifién a través de una aguja o canula y una jeringa compatible con el
suministro de células. El uso de una aguja perforadora (canula) para penetrar la capsula del rifion permitié la
introduccion de la aguja / canula de administracion en la corteza del rifidn. La jeringa que contiene NKA se unid a la
aguja de administracion y se inyecté NKA en multiples sitios en la corteza del rifidén. El esquema en la Figura 7 ilustra
el concepto de inyectar NKA en un rifion usando una aguja compatible con la administracion y distribucion celular en
un érgano salido.

NKA se administré directamente en la corteza renal. La administracién de NKA en pacientes usé un procedimiento de
laparoscopia convencional.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar una poblacion heterogénea de células renales adecuada para implantacion y/o para
provocar una respuesta regenerativa, comprendiendo dicho método las etapas de:

Aislar células de una muestra de rinén de mamifero;

Exponer dichas células aisladas a restos de deteccion etiquetados, en donde cada resto de deteccion etiquetado
va dirigido a un biomarcador diferente y esta etiquetado con una etiqueta diferente, en donde los biomarcadores
detectados son GGT-I, una citoqueratina, VEGF y KIM-1; y

Determinar el porcentaje de células que expresan cada uno de dichos biomarcadores diferentes.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que los biomarcadores detectados ademas comprenden uno o mas
biomarcadores adicionales seleccionados entre AQP1, AQP2, AQP4, Calbindina, Calponina, CD117, CD133, CD146,
CD24, CD31 (PECAM-1), CD54 (ICAM-I), CD73, CK18, CK19, CK40 a 67, CK7, CKS, CKS, CK18, CK19,
combinaciones de CK8, CK18 y CK19, Conexina 43, Cubilina, CXCR4 (Fusina), DBA, E-cadherina (CD324), EPO
(eritropoyeitina), GLEPPI (proteina 1 epitelial glomerular), Haptoglobulina, ltgb1 (Integrina $1), MAP-2 (proteina 2
asociada a microtubulos), Megalina, N-cadherina, Nefrina, NKCC (cotransportadores de Na-K-ClI), OAT-1
(transportador 1 de aniones organicos), Osteopontina, Pan-cadherina, PCLP1 (molécula 1 similar a podocalixina),
Podocina, SMA (alfa-actina del musculo liso), Sinaptopodina, THP (proteina tamm-horsfall), Vimentina, aGST-1 (alfa
glutation S-transferasa) y combinaciones de los mismos.

3. El método de la reivindicacion 1 en el que el resto de deteccioén etiquetado es un anticuerpo.
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Etapa del proceso de fabricacion del producto NKA

Recogida de tejido renal

Identificacion sistematica del paciente, biopsia renal
Cribado de pacientes, biopsia renal

____________ + e — —— — — — — — — — —
Transporte y recepcion de tejido (2)
v

Aislamiento de células renales (3)

!

Expansion de células renales (4)

'

Crioconservacion, descongelacion
y expansié% celular final

Células renales seleccionadas (SRC)
Recogida, separaciéBn y lavado de células

Preparacion
del Biomatenal (7)

Y

Formulacion y llenado del producto NKA ()

!

Producto NKA Final
Producto gelificado (9)

v
Envasado y transporte del producto NKA (10)

Y

Administracion e implante de NKA
Dispositivo de administracion del producto NKA
Procedimiento quirtirgico estandarizado FIG. 1
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Transporte, recepcion de tejido
y aislamiento de células renales

Inspeccionar expedidor de la biopsia
Registrar y verficar ID

Investigar/

Transfenira CPU
rechazar

|

Lavar tejido
Registrar peso

A
Digerir tejido con enzimas
para aislar células

Y
Sembrar células aisladas
en recipientes de cultivo tisular
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. . Crecimiento celular
Crecimiento celular

i

Medlio de alimento recién
preparado cada 2-4 dias

Y

Muttiples recipientes ¢ Indice celular Tratar las células
de cultivo - dianas consequido? con tripsina
pase en serie y hacer recuento
Si
Descongelar células ‘
’ Si
4k Congelar células < Copia de seguridad
i
Si
1
Sembrar recipientes
de cultivo finales
Si

Recogida celular, aislamiento
de poblacion celular enriquecida

FIG. 2B
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i Recipientes de cultivo finales
i Confluencia de un 50-100%

Exposicion hipoxica
Incubar durante la noche en O, al 2%, CO,al 5 %

Incubadora a 37 °C

A
Recogida celular

Suspension celular

lodixanol al 7 % ’ ‘
Gradiente de densidad Cel”’as

> Enriquecer la poblacion celular

Yy

Lavado celular
Retirar residuos

Formulacion y carga
del prodcto NKA
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_____________________________

(6 i

Preparar solucion ‘[
de gelatina a granel (7.1) Células
* |
Viales con alicuotas
Almacenar en frio o congelado (7.2
Lavar SRC final
! I en solucion de gelatina (8.2)
Calentar vial de solucion ]
de gelatina (8.1) Sedimento celular

¢ 100x10?
SRC/mlen 0,88% +
0,12 % de solucion
e gelatina?

Y

Producto NKA formulado
(8.3)

| Muestra para ensayo
de liberacion

Y

Llenado en jeringa de administracion
(8.4)

Y
Gelificacion del producto
Enfriar a la vez que el envase gira
Producto NKA final (9)

! Envasado y transporte !
i del producto NKA i
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