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DESCRIPCIÓN 

Enzimas microbianas para la reducción de alfa-galactosa del tejido basado en colágeno 

Antecedentes de la invención 

Se utilizan diversos productos derivados de tejidos para regenerar, reparar o tratar de otro modo tejidos y órganos 
enfermos o dañados. Tales productos pueden incluir injertos de tejidos intactos y/o tejidos acelulares o acelulares 5 
reconstituidos (por ejemplo, matrices acelulares de tejido de piel, intestino u otros tejidos, con o sin siembra celular), 
que se pueden derivar de un donante de una especie diferente del receptor (xenoinjerto) o de un donante de la misma 
especie que el receptor (aloinjerto). Por ejemplo, un material que contiene colágeno puede estar hecho de tejido 
porcino e implantado en un paciente humano.  

En animales receptores (por ejemplo, seres humanos) que no expresan la enzima β-D-galactosil-1,4-N-acetil-D-10 
glucosaminida α-1,3-galactosil-transferasa (α-1,3-galactosiltransferasa; "αGT"), que cataliza la unión de α-1,3-
galactosa (Gal) en N-acetilactosamina (Galβ1,4GlcNAc) para producir Galα-1 1,3Galβ1,4GlcNAc-R terminal 
("galactosa-alfa-1,3-galactosa", "epítopo α-gal"o" α-gal") en un sustrato aceptor, un problema importante del tejido 
xenotransplantado es el rechazo hiperagudo de xenoinjertos en tales receptores que se debe en gran medida, si no 
exclusivamente, a la acción de anticuerpos específicos para el epítopo α-gal en la superficie de las células en el 15 
xenoinjerto. 

El epítopo α-gal se expresa en mamíferos no primates y en monos del Nuevo Mundo (monos de América del Sur), así 
como en macromoléculas tales como los proteoglicanos de los componentes, extracelulares pero está ausente en los 
primates del Viejo Mundo (monos de Asia y África y simios) y seres humanos (U. Galili et al. (1988) J. Biol. Chem. 263: 
17755). Los anticuerpos anti-gal se producen en seres humanos y primates como resultado de una respuesta inmune 20 
a las estructuras de carbohidratos del epítopo α-gal en bacterias gastrointestinales. U. Galili et al. (1988) Infect. Immun. 
56:1730; R. M. Hamadeh et al.(1992) J. Clin. Invest. 89:1223. 

Debido a que los mamíferos no primates (por ejemplo, cerdos) producen epítopos de α-gal, el xenotrasplante de 
material de tejido de estos mamíferos en primates a menudo produce el rechazo debido a la unión del anticuerpo anti-
Gal de primates a estos epítopos. La unión produce la destrucción del material tisular mediante la fijación del 25 
complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. U. Galili et al. (1993) Immunology Today 14:480; 
M. Sandrin et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11391; H. Good et al.(1992) Transplant. Proc. 24:559; B. 
H. Collins et al. (1995) J. Immunol. 154: 5500. En consecuencia, cuando los animales que producen epítopos de α-
gal se usan como fuente de tejido para el tratamiento de tejidos u órganos enfermos o dañados, la eliminación de 
epítopos de α-gal de las células y de los componentes extracelulares del material del tejido puede disminuir respuesta 30 
inmune asociada con la unión de anticuerpos anti-gal a epítopos α-gal. 

Las enzimas como las alfa-galactosidasas de los granos de café verde y Bacteroides, que eliminan sustancialmente 
los epítopos α-gal de las células y de los componentes extracelulares de un material que contiene colágeno, se han 
identificado y utilizado para preparar productos tisulares (ver, por ejemplo, Luo, et al. al. (1999) Xenotransplantation 
6(4):238-48; Patente U.S. Núm.: 7.951.552). Sin embargo, los problemas de suministro han disminuido la 35 
disponibilidad de estas enzimas, de este modo aumenta el costo y la disponibilidad de productos tisulares para tratar 
a los sujetos que lo necesitan. Por consiguiente, existe una necesidad de enzimas y procedimientos adicionales para 
tratar productos tisulares para reducir o controlar la respuesta inmune de los productos tisulares tras la implantación. 

El documento WO99/12555A divulga un tejido tratado enzimáticamente con α-galactosidasa para eliminar el epítopo 
Gal. El documento US 7.951.552 B divulga un procedimiento para preparar un tejido no humano para xenotrasplante, 40 
que comprende la etapa de incubar el tejido no humano con una enzima que tiene actividad de α-galactosidasa. 

La presente invención se define en las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripción a los procedimientos 
de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invención 
para su uso en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para 
diagnóstico). En un aspecto, la presente descripción proporciona procedimientos para la preparación de una matriz de 45 
tejido no humano para xenotrasplante. Los procedimientos pueden incluir poner en contacto una matriz de tejido que 
contiene colágeno con una alfa-galactosidasa de Trichoderma reesei o Clostridium cellulyticum aislada en una 
cantidad y durante un tiempo suficiente para eliminar un epítopo de α-gal de la matriz de tejido, de este modo se 
prepara la matriz de tejido no humano para xenotrasplante 

En una realización, la alfa-galactosidasa comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de 50 
identidad con la secuencia de aminoácidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste 
en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, y 8. En otra realización, la alfa-galactosidasa está codificada por una molécula de ácido 
nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 85% de identidad con la secuencia de 
nucleótidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1, 3, 5, y 7. 
En otra realización, la alfa-galactosidasa está codificada por una molécula de ácido nucleico, dicha molécula de ácido 55 
nucleico que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de identidad 

E15717728
14-11-2019ES 2 755 978 T3

 



 

3 

 

con la secuencia de aminoácidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ 
ID NOs: 2, 4, 6, y 8.  

En una realización, la matriz de tejido es una matriz acelular de tejido. En otra realización, la matriz de tejido comprende 
a matriz de tejido dérmico. 

En una realización, la matriz de tejido se obtiene de un tejido seleccionado de fascia, tejido pericárdico, duramadre, 5 
tejido del cordón umbilical, tejido placentario, tejido valvular cardíaco, tejido de ligamentos, tejido tendinoso, tejido 
arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido vesical urinario, tejido de uréter y tejido intestinal 

En una realización, los procedimientos de la invención además comprenden tratar la matriz de tejido para eliminar al 
menos algunas de las células y componentes celulares, por ejemplo, sustancialmente todas las células y componentes 
celulares, de la matriz de tejido.  10 

En una realización, los procedimientos de la invención además comprenden tratar la matriz de tejido para eliminar 
sustancialmente todas las células y componentes celulares antes del contacto con la matriz de tejido con la alfa-
galactosidasa. 

En una realización, la al menos una matriz de tejido que contiene colágeno incluye dos o más matrices de tejido. 

En una realización, los procedimientos de la invención además comprenden el envasado de la matriz de tejido. 15 
En una realización, los procedimientos de la invención además comprenden esterilizar la matriz de tejido. 

En otro aspecto de la divulgación, la presente divulgación proporciona una matriz de tejido preparada de acuerdo con 
el procedimiento de la invención. 

Breve descripción de los dibujos 

Las Figuras 1A-1J muestran matrices acelulares de tejido teñidas para el epítopo α-gal. Las Figuras 1C-1E y 1H-1J 20 
muestran matrices acelulares de tejido teñidas para el epítopo α-gal después del tratamiento con las enzimas indicadas 
usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 1. Las Figuras 1A y 1F muestran matrices acelulares de tejido de 
control no tratadas que consisten en dermis porcina que no se expuso a la enzima y se tiñó para el epítopo α-gal, y 
las Figuras 1B y 1G son controles positivos que consisten en dermis porcina tratada con alfa-galactosidasa de grano 
de café verde. La presencia del epítopo α-gal está indicada por un color gris oscuro. 25 

Descripción de de las realizaciones ejemplares 

La presente invención se define en las reivindicaciones. La presente invención se basa, al menos en parte, en el 
descubrimiento de alfa-galactosidasas microbianas que eliminan los residuos de galactosa unidos a alfa-1,3 terminales 
del tejido animal y los procedimientos de uso de tales alfa-galactosidasas para preparar una matriz de tejido no humano 
que se puede usar, por ejemplo, como un producto tisular. Como se describe en los ejemplos adjuntos a continuación, 30 
se ha descubierto que de la multitud de alfa-galactosidasas microbianas que se han identificado, solo las alfa-
glactosidasas de Trichoderma reesei y Clostridium cellulolyticum escinden efectivamente los epítopos α-galde tejido 
no humano y, por lo tanto, por ejemplo, reducir la inmunogenicidad de las matrices de tejidos preparadas para 
xenotrasplante. 

Por consiguiente, la presente divulgación proporciona procedimientos para preparar tejido no humano o matrices de 35 
tejido para implantación en pacientes humanos. 

I. Definiciones 

Las definiciones de ciertos términos se definen primero a continuación. Además, se debe observar que siempre que 
se mencione un valor o intervalo de valores de un parámetro, se considera que los valores e intervalos intermedios a 
los valores mencionados también sean parte de esta invención. 40 

Los artículos "un” y "un/una" se usan en la presente para referirse a uno o más de uno (es decir, al menos uno) 
del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o más de un 
elemento, por ejemplo, una pluralidad de elementos. 

El término "que incluye" se usa en la presente que significa, y se usa indistintamente con la frase "que incluye, 
pero sin limitación".  45 

El término "o" se usa en la presente que significa, y se usa indistintamente con el término "y/o", a menos que 
el contexto indique claramente lo contrario.  

Como se usa en la presente, el término "sujeto" se refiere a animales humanos y no humanos, por ejemplo, 
sujetos veterinarios. El término "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamíferos y 
no mamíferos, tales como primates no humanos, ratones, conejos, ovejas, perros, gatos, caballos, vacas, 50 
pollos, anfibios y reptiles. En una realización, el sujeto es un ser humano. 
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Como se usa en la presente, "producto tisular" se refiere a cualquier tejido que contiene proteínas de matriz 
extracelular. Se pueden usar diversos tejidos para producir productos tisulares, por ejemplo, para tratar a un 
sujeto que lo necesite. Por ejemplo, se han producido varios productos tisulares para la regeneración, 
reparación, aumento, refuerzo y/o tratamiento de tejidos humanos que se han dañado o perdido debido a 
diversas enfermedades y/o daños estructurales (por ejemplo, por traumatismo, cirugía, atrofia y/o desgaste y 5 
degeneración a largo plazo). Tales productos pueden incluir, por ejemplo, matrices acelulares de tejido o 
parcialmente descelularizadas matrices descelularizadas de tejido que se han repoblado con células exógenas 
y/o tejidos celulares. 

Los tejidos se pueden seleccionare de una variedad de fuentes de tejido que incluyen piel (dermis o piel entera), fascia, 
tejido pericárdico, dura, tejido del cordón umbilical, tejido placentario, tejido de la válvula cardíaca, tejido de ligamentos, 10 
tejido adiposo, tejido tendinoso, tejido arterial, tejido venoso, tejido conectivo neural, tejido de vejiga urinaria, tejido de 
uréter y tejido intestinal. Los procedimientos descritos en la presente se pueden usar para procesar cualquier tipo de 
tejido colágeno y para cualquier producto de matriz de tejido. Por ejemplo, se describen numerosos materiales de 
andamios biológicos en Badylak et al. (Acta Biomaterialia (2008), doi:10,1016/j.actbio,2008,09,013), y los 
procedimientos de la presente divulgación se pueden usar para tratar esos u otros productos tisulares conocidos en 15 
la técnica. 

En algunos casos, los productos tisulares se pueden proporcionar como matrices descelularizadas de tejido. Las 
matrices acelulares de tejido adecuadas se describen más adelante. En algunos casos, los procedimientos pueden 
incluir el procesamiento de tejido intacto para eliminar células u otros materiales. Los tejidos se pueden descelularizar 
total o parcialmente para producir matrices acelulares de tejido o materiales de tejido extracelular. Por ejemplo, varios 20 
tejidos, tales como piel, intestino, hueso, cartílago, tejido adiposo, tejido nervioso (por ejemplo, fibras nerviosas o 
duramadre), tendones, ligamentos u otros tejidos se pueden descelularizar total o parcialmente para producir 
productos tisulares útiles para pacientes En algunos casos, estos productos descelularizados se pueden usar sin la 
adición de materiales celulares exógenos (por ejemplo, células madre). En ciertos casos, estos productos 
descelularizados se pueden sembrar con células de fuentes autólogas u otras fuentes para facilitar el tratamiento. A 25 
continuación se describen procedimientos adecuados para producir matrices acelulares de tejido. 

Procedimientos de preparación de productos tisulares 

La presente divulgación proporciona procedimientos para la preparación de una matriz de tejido no humano para 
xenotrasplante. Los procedimientos pueden incluir el contacto de una matriz de tejido que contiene colágeno con una 
alfa-galactosidasa de Trichoderma reesei o Clostridium cellulyticum en una cantidad y durante un tiempo suficiente 30 
para eliminar un epítopo de α-gal de la matriz de tejido, de este modo se prepara la matriz de tejido no humano para 
xenotrasplante. Una "cantidad y tiempo suficientes para eliminar un epítopo de α-gal de la matriz de tejido" es la 
cantidad de la enzima y el tiempo que la matriz de tejido se pone en contacto con la enzima para reducir la 
inmunogenicidad de la matriz de tejido preparada para el xenotrasplante. Se puede medir una respuesta inmune 
usando numerosos inmunoensayos, que incluyen ensayos de activación de monocitos, ensayos de fagocitosis y/o 35 
ensayos de estallido oxidativo, que son fácilmente conocidos por un experto en la técnica. 

El término "reducir" con respecto a la inmunogenicidad de una matriz de tejido se refiere a una disminución 
estadísticamente significativa en tal nivel. La disminución puede ser, por ejemplo, al menos 10%, al menos 15%, al 
menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al 40 
menos 95%, o más. 

Se puede usar cualquier concentración de enzima, tampón, pH, temperatura y tiempo de tratamiento adecuados 
siempre que sea suficiente para eliminar un epítopo de α-gal de la matriz de tejido. En algunas realizaciones, las 
condiciones adecuadas para tratar una muestra de tejido como se describe en la presente pueden incluir 
aproximadamente 50 U /l a aproximadamente 400 U /l de una α-galactosidasa en un tampón a un pH fisiológicamente 45 
aceptable (por ejemplo, aproximadamente pH 6,0 a aproximadamente pH 8,0) y la temperatura (por ejemplo, 
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 40 °C), por ejemplo, aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 
360, 370, 380, 390, o aproximadamente 400 U /l de una α-galactosidasa en, por ejemplo, un tampón fosfato, que tiene 
un pH de aproximadamente 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9, o 50 
aproximadamente 8,0, a aproximadamente 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 29 °C, 30 
°C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, 37 °C, 38 °C, 39 °C, o 40 °C. Los intervalos y valores intermedios a los 
intervalos y valores mencionados anteriormente también se contemplan como parte de la invención. En una realización 
ejemplar, la muestra de tejido se trata con una α-galactosidasa a una concentración de 300 U /l preparada en tampón 
fosfato 100 mM a pH 6,0. En otras realizaciones, la concentración de α-galactosidasa se incrementa a 400 U /l para la 55 
eliminación adecuada de los epítopos de α-gal del tejido recolectado. 

Las especies que pueden servir como receptores de una matriz de tejido y donantes de tejidos u órganos para la 
producción de la matriz de tejido incluyen, sin limitación, mamíferos, tales como primates humanos y no humanos (por 
ejemplo, monos, babuinos o chimpancés) . 
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En una realización, los procedimientos incluyen además al menos descelularización parcial del tejido. La etapa de 
descelularización se puede realizar antes del contacto del tejido con la galactosidasa o concomitantemente con el 
contacto del tejido con la galactosidasa. El tejido puede ser un tejido dérmico.  

La presente divulgación también proporciona procedimientos para tratar a un sujeto con una matriz de tejido de la 
presente invención. Los procedimientos pueden incluir preparar una matriz de tejido como se describe en la presente, 5 
identificar un sujeto mamífero que tiene un órgano o tejido que necesita reparación o mejora; y colocar la matriz de 
tejido en o sobre el órgano o tejido. En una realización, el sujeto es humano. Los procedimientos también pueden 
comprender la administración al sujeto de uno o más agentes, por ejemplo, un factor de crecimiento celular, un factor 
angiogénico, un factor de diferenciación, una citoquina, una hormona o una quimioquina. El uno o más agentes pueden 
estar en la matriz de tejido colocada en el sujeto o se pueden inyectar o infundir en el sujeto por separado de la matriz 10 
de tejido. El órgano o tejido del sujeto puede ser, sin limitación, piel, hueso, cartílago, menisco, dermis, miocardio, 
periostio, arteria, vena, estómago, intestino delgado, intestino grueso, diafragma, tendón, ligamento, tejido neural, 
músculo estriado, músculo liso, vejiga, uretra, uréter, gingival o fascia (p. ej., fascia de la pared abdominal). 

Como se usa en la presente, los términos "tratar" o "tratamiento" se refieren a un resultado beneficioso o deseado que 
incluye, pero sin limitación, alivio o mejora de uno o más síntomas. "Tratamiento" también puede significar prolongar 15 
la supervivencia en comparación con la supervivencia esperada en ausencia de tratamiento. 

Como se usa en la presente, el término "colocar" una matriz de tejido incluye, sin limitación, ajuste, inyección, infusión, 
vertido, envasado, estratificación, pulverización y envoltura de la composición. Además, colocar "sobre" un tejido u 
órgano receptor significa poner en contacto con el tejido u órgano receptor. 

Las alfa-galactosidasas de T. reesei y C. cellulolyticum adecuadas para usar en los procedimientos de la presente 20 
invención pueden ser de origen natural (nativas) o genéticamente modificadas. Por ejemplo, se pueden obtener 
enzimas adecuadas mediante, por ejemplo, fermentación de los organismos y el uso de un esquema de purificación 
apropiado usando técnicas de purificación de proteínas estándares. Por ejemplo, los sobrenadantes celulares se 
pueden recolectar y concentrar (por ejemplo, por ultrafiltración) y aplicar, por ejemplo, a una matriz de isolectroenfoque 
para identificar fracciones que tienen actividad de alfa-galactosidasa. Las fracciones activas también se pueden 25 
purificar adicionalmente usando, por ejemplo, cromatografía de intercambio iónico y/o filtración en gel. 
Alternativamente, se pueden usar técnicas de ADN recombinante para producir una alfa-galactosidasa de T. reesei y 
C. cellulolyticum que comprende la totalidad o un segmento de la proteína (un fragmento funcional de la proteína). Por 
ejemplo, se pueden usar técnicas de ADN recombinante para clonar una secuencia de nucleótidos que codifica un 
segmento o la proteína completa en un vector (tal como un vector de expresión) y transformar una célula para la 30 
producción de la proteína. Una alfa-galactosidasa de T. reesei y C. cellulolyticum que comprende la totalidad o un 
segmento de la proteína también se puede sintetizar químicamente usando técnicas de síntesis de péptidos 
estándares.  

Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de alfa-galactosidasas de T. reesei y C. cellulolyticum se pueden hallar 
en, por ejemplo, GenBank (ver, por ejemplo, www.ncbi.nlm.nih.gov) o UniProt (ver, por ejemplo, 35 
www.uniprot.org/uniprot). En particular, T. reesei tiene tres genes (agII, agIII y agIIII) que codifican proteínas que tienen 
actividad alfa-galactosidasa para usar en los procedimientos de la invención, cuyas secuencias de nucleótidos y 
aminoácidos se pueden hallar, por ejemplo, en Números de acceso de GenBank GI: 1580815 (SEQ ID NO:1); 
GI:74630547 (SEQ ID NO:2); GI: 1580817 (SEQ ID NO:3); GI:74630548 (SEQ ID NO:4); GI:1580811 (SEQ ID NO:5); 
y GI:74630544 (SEQ ID NO:6). Se debe entender que cualquiera, dos o tres de las moléculas de ácido nucleico o 40 
proteínas de T. reesei se pueden usar en los procedimientos de la invención. C. cellulolyticum tiene un gen de alfa-
galactosidasa único que codifica una proteína que tiene actividad de alfa-galactosidasa para usar en los 
procedimientos de la invención, cuya secuencia de nucleótidos y aminoácidos se puede hallar, por ejemplo, en los 
números de acceso de GenBank GI: 110588919 (nucleótidos 3121-4935 de SEQ ID NO: 7); y GI: 219998992 (SEQ 
ID NO: 8).  45 

Como se usa en la presente, los términos "molécula aislada", tal como "molécula de ácido nucleico aislada", "un 
polipéptido aislado", "una proteína aislada", es una que está separada de otras moléculas que están presentes en la 
fuente natural de la molécula. En una realización, una "molécula de ácido nucleico aislada" está libre de secuencias 
(tales como secuencias que codifican proteínas) que flanquean naturalmente el ácido nucleico (es decir, secuencias 
ubicadas en los extremos 5 'y 3' del ácido nucleico) en el ADN genómico del organismo del que se deriva el ácido 50 
nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, una molécula de ácido nucleico aislada puede contener menos de 
aproximadamente 5 kB, 4 kB, 3 kB, 2 kB, 1 kB, 0,5 kB o 0,1 kB de secuencias de nucleótidos que flanquean 
naturalmente la molécula de ácido nucleico en el ADN genómico de la célula de la cual se deriva el ácido nucleico. En 
otra realización, una molécula "aislada" puede estar sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo 
cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores químicos u otros 55 
productos químicos cuando se sintetiza químicamente. Una molécula que está sustancialmente libre de material 
celular incluye preparaciones que tienen menos de aproximadamente 30%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 
13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, o aproximadamente 5% de moléculas heterólogas y que retiene la actividad 
de alfa-galactosidasa. 
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El ARN o el ADN que codifica las alfa-galactosidasas se pueden aislar, amplificar y/o secuenciar fácilmente usando 
procedimientos convencionales (por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucleótidos que son capaces de 
unirse específicamente a los genes relevantes, como se describe en, por ejemplo, Innis et al. en PCR Protocols. A 
Guide to Methods and Applications, Academic (1990), and Sanger et al., Proc Natl Acad Sci USA 74:5463 (1977)). 
Una molécula de ácido nucleico así amplificada se puede clonar en un vector apropiado y caracterizar por análisis de 5 
secuencia de ADN. Además, los nucleótidos correspondientes a la totalidad o una porción de una molécula de ácido 
nucleico aislada para usar en los procedimientos de la invención se pueden preparar mediante técnicas sintéticas 
estándares, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN automatizado.  

En una realización, una molécula de ácido nucleico aislada para usar en los procedimientos de la invención comprende 
una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria con la secuencia de 10 
nucleótidos de una molécula de ácido nucleico que codifica una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum. 
Una molécula de ácido nucleico que es complementaria a una secuencia de nucleótidos dada es una que es 
suficientemente complementaria con la secuencia de nucleótidos dada que se puede hibridar con la secuencia de 
nucleótidos dada, de este modo se forma un dúplex estable. 

Además, una molécula de ácido nucleico para usar en los procedimientos de la invención puede comprender solo una 15 
porción de una secuencia de ácido nucleico que codifica una alfa-galactosidasa de T. reesei o una C. cellulolyticum. 
Dichas moléculas de ácido nucleico se pueden usar, por ejemplo, como una sonda o cebador. La sonda/cebador 
típicamente se usa como uno o más oligonucleótidos sustancialmente purificados. El oligonucleótido típicamente 
comprende una región de la secuencia de nucleótidos que se hibrida en condiciones rigurosas con al menos 
aproximadamente 7, preferiblemente aproximadamente 15, más preferiblemente aproximadamente 25, 50, 75, 100, 20 
125, 150, 175, 200, 250, 300, 350 o 400 o más nucleótidos consecutivos de una molécula de ácido nucleico para usar 
en los procedimientos de la invención. 

La invención abarca además moléculas de ácido nucleico que difieren, debido a la degeneración del código genético, 
de la secuencia de nucleótidos de las moléculas de ácido nucleico que codifican una proteína de alfa-galactosidasa 
de T. reesei o C. cellulolyticum y, por lo tanto, codifican la misma proteína. Los expertos en la técnica apreciarán que 25 
pueden existir polimorfismos de la secuencia de ADN que llevan a cambios en la secuencia de aminoácidos dentro de 
una población. Tales polimorfismos genéticos pueden existir entre individuos dentro de una población debido a la 
variación alélica de origen natural. Un alelo es uno de un grupo de genes que se producen alternativamente en un 
locus genético dado. Además, se apreciará que también pueden existir polimorfismos de ADN que afectan los niveles 
de expresión de ARN que pueden afectar el nivel de expresión general de ese gen (por ejemplo, al afectar la regulación 30 
o degradación). 

Por consiguiente, en una realización una molécula de ácido nucleico adecuada para usar en los procedimientos de la 
invención es al menos aproximadamente 40% idéntica, aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%, 
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o aproximadamente 99% 
idéntica a la secuencia de nucleótidos de una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum. 35 

Además de las variantes alélicas de origen natural de una molécula de ácido nucleico de la invención que puede existir 
en la población, el profesional experto también apreciará que se pueden introducir cambios de secuencia por mutación, 
lo que lleva a cambios en la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada, sin alterar la actividad biológica de 
la proteína codificada de este modo. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de nucleótidos que llevan a 
sustituciones de aminoácidos en residuos de aminoácidos "no esenciales". Un residuo de aminoácido "no esencial" 40 
es un residuo que puede ser alterado de la secuencia de tipo salvaje sin alterar la actividad biológica, mientras que se 
requiere un residuo de aminoácido "esencial" para la actividad biológica. Por ejemplo, los residuos de aminoácidos 
que no están conservados o solo semiconservados entre homólogos de varias especies pueden no ser esenciales 
para la actividad y, por lo tanto, pueden ser probables objetivos de alteración. Alternativamente, los residuos de 
aminoácidos que se conservan entre los homólogos de diversas especies pueden ser esenciales para la actividad y, 45 
por lo tanto, no serían objetivos de alteración.  

Por consiguiente, otro aspecto de la invención se refiere a moléculas de ácido nucleico que codifican una variante de 
proteína que contiene cambios en los residuos de aminoácidos que no son esenciales para la actividad. Dichas 
variantes de proteína difieren en la secuencia de aminoácidos de las proteínas de origen natural, pero retienen la 
actividad biológica. En una realización, dicha proteína variante tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos 50 
aproximadamente 40% idéntica, 50%, 60%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86 %, 87%, 88%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoácidos de una alfa-galactosidasa 
de T. reesei o C. cellulolyticum.  

La identidad o similitud con respecto a la secuencia de aminoácidos original se define en la presente como el 
porcentaje de residuos de aminoácidos en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo residuo) o 55 
similares (es decir, residuo de aminoácidos del mismo grupo basado en las propiedades de la cadena lateral común, 
supra) con los residuos de la molécula original, después de alinear las secuencias e introducir brechas, si es necesario, 
para lograr el porcentaje máximo de identidad de secuencia. 
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Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoácidos o de dos ácidos nucleicos, las 
secuencias se alinean para fines de comparación óptimos (por ejemplo, se pueden introducir brechas en la secuencia 
de una primera secuencia de aminoácido o ácido nucleico para la alineación óptima con una segunda secuencia de 
aminoácidos o ácido nucleico). Posteriormente se comparan los residuos de aminoácidos o nucleótidos en las 
posiciones de aminoácidos o posiciones de nucleótidos correspondientes. Cuando una posición en la primera 5 
secuencia está ocupada por el mismo residuo de aminoácido o nucleótido que la posición correspondiente en la 
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posición. El porcentaje de identidad entre las dos 
secuencias es una función del número de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de 
identidad = # de posiciones idénticas/# total de posiciones (por ejemplo, posiciones superpuestas) x 100). En una 
realización, las dos secuencias tienen la misma longitud. 10 

Las determinaciones del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr usando un algoritmo 
matemático (ver, por ejemplo, Karlin and Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268; Karlin and Altschul 
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877; Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul et al. (1997) 
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Myers and Miller, (1988) CABIOS 4:11-17; Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 85:2444-2448). 15 

Se puede crear una molécula de ácido nucleico aislada que codifique una variante de proteína mediante la introducción 
de una o más sustituciones, adiciones o supresiones de nucleótidos en la secuencia de nucleótidos de los ácidos 
nucleicos, de modo que se introducen una o más sustituciones, adiciones o supresiones de residuos de aminoácidos 
en la proteína codificada. Las mutaciones se pueden introducir mediante técnicas estándares, tales como la 
mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis mediada por PCR. Preferiblemente, las sustituciones conservadoras de 20 
aminoácidos se realizan en uno o más residuos de aminoácidos no esenciales predichos. Una "sustitución 
conservadora de aminoácidos" es una en la que el residuo de aminoácido se reemplaza con un residuo de aminoácido 
que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoácidos que tienen cadenas laterales similares 
se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoácidos con cadenas laterales básicas (por ejemplo, lisina, 
arginina, histidina), cadenas laterales ácidas (por ejemplo, ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas laterales polares 25 
sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas laterales no polares 
(por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales beta-
ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromáticas (por ejemplo, tirosina, 
fenilalanina, triptofano, histidina). Alternativamente, las mutaciones se pueden introducir aleatoriamente a lo largo de 
toda o parte de la secuencia codificadora, tal como por mutagénesis de saturación, y las mutantes resultantes se 30 
pueden analizar para determinar la actividad biológica para identificar mutantes que retienen la actividad. Después de 
la mutagénesis, la proteína codificada se puede expresar de forma recombinante y se puede determinar la actividad 
de la proteína. 

Porciones biológicamente activas de una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum también se incluyen dentro 
del ámbito de la presente invención. Dichas porciones biológicamente activas incluyen polipéptidos que comprenden 35 
secuencias de aminoácidos suficientemente idénticas o derivadas de la secuencia de aminoácidos de una proteína de 
alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum, que incluyen menos aminoácidos que la proteína de longitud 
completa, y exhiben al menos una actividad de la proteína de longitud completa correspondiente. Típicamente, las 
porciones biológicamente activas comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad de la proteína de 
longitud completa correspondiente. Una porción biológicamente activa de una proteína para usar en los procedimientos 40 
de la invención puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, 10, 25, 50, 100 o más aminoácidos de longitud. Más 
aún, se pueden preparar otras porciones biológicamente activas, en las que se eliminan otras regiones de la proteína, 
mediante técnicas recombinantes y se evalúa para determinar una o más de las actividades funcionales de la forma 
nativa de la proteína (por ejemplo, eliminación de epítopos de α-gal). 

Otro aspecto de la divulgación proporciona proteínas quiméricas o de fusión que comprenden una proteína de alfa-45 
galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum o un segmento de la misma. Como se usa en la presente, una "proteína 
quimérica" o "proteína de fusión" comprende la totalidad o parte (preferiblemente una parte biológicamente activa) de 
una proteína de alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum unida operativamente a un polipéptido heterólogo 
(es decir, un polipéptido diferente de la proteína de alfa-galactosidasa). Dentro de la proteína de fusión, el término 
"operativamente unido" se considera que indica que la proteína de alfa-galactosidasa o un segmento de la misma y el 50 
polipéptido heterólogo se fusionan en el marco entre sí. El polipéptido heterólogo se puede fusionar con el extremo 
amino terminal o el extremo carboxilo terminal de la proteína de alfa-galactosidasa o segmento. 

Las proteínas quiméricas y de fusión de la divulgacioón se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante 
estándares. En otro aspecto de la divulgación, el gen de fusión se puede sintetizar mediante técnicas convencionales 
que incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificación por PCR de fragmentos de 55 
genes se puede llevar a cabo usando cebadores de anclaje que origina proyecciones complementarias entre dos 
fragmentos de genes consecutivos que posteriormente se pueden aparear y amplificar para generar una secuencia 
de genes quiméricos (ver, por ejemplo, Ausubel et al., supra). Más aún, están disponibles en el comercio muchos 
vectores de expresión que ya codifican un resto de fusión (por ejemplo, un polipéptido GST). Un ácido nucleico que 
codifica un polipéptido de la divulgación se puede clonar en un vector de expresión de modo que el resto de fusión 60 
esté unido en el marco al polipéptido para usar en los procedimientos de la invención. 
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Se puede usar una secuencia señal para facilitar la secreción y el aislamiento de una proteína de alfa-galactosidasa 
de T. reesei o C. cellulolyticum. Las secuencias señal se caracterizan típicamente por un núcleo de aminoácidos 
hidrófobos que generalmente se escinden de la proteína madura durante la secreción en uno o más eventos de 
escisión. Tales péptidos señal contienen sitios de procesamiento que permiten la escisión de la secuencia señal de 
las proteínas maduras a medida que pasan a través de la vía secretora. Por lo tanto, la invención se refiere a una 5 
proteína de alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum, proteínas de fusión o segmentos de las mismas que 
tienen una secuencia señal, así como a dichas proteínas a partir de las cuales se ha escindido proteolíticamente la 
secuencia señal (es decir, los productos de escisión). En una realización, una secuencia de ácido nucleico que codifica 
una secuencia señal se puede unir operativamente en un vector de expresión a una molécula de ácido nucleico que 
codifica una proteína de interés, tal como una proteína de alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum, o un 10 
segmento de la misma. La secuencia señal dirige la secreción de la proteína, tal como, de un huésped eucariota en el 
que se transforma el vector de expresión, y la secuencia señal se escinde posterior o concurrentemente. La proteína 
posteriormente se puede purificar fácilmente del medio extracelular mediante procedimientos reconocidos en la 
técnica. Alternativamente, la secuencia señal se puede unir a la proteína de interés usando una secuencia que facilita 
la purificación, tal como con una etiqueta de polihistidina, una etiqueta de estreptococo, una etiqueta de FLAG, un 15 
dominio GST, etc. 

Las moléculas de ácido nucleico que codifican los polipéptidos, o fragmentos funcionales de los mismos, para usar en 
los procedimientos de la invención se pueden incorporar en vectores recombinantes adecuados. Como se usa en la 
presente, el término "vector" se refiere a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico al 
que se ha unido. Un tipo de vector es un "plásmido", que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que 20 
se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que se pueden ligar 
segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicación autónoma en una 
célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicación 
bacteriano y vectores episómicos de mamífero). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamíferos no episómicos) 
se integran en el genoma de una célula huésped tras la introducción en la célula huésped y, por lo tanto, se replican 25 
junto con el genoma del huésped. Además, ciertos vectores, a saber, los vectores de expresión, son capaces de dirigir 
la expresión de genes a los que están operativamente unidos. En general, los vectores de expresión de utilidad en 
técnicas de ADN recombinante a menudo están en forma de plásmidos (vectores). Sin embargo, la invención está 
destinada a incluir otras formas de vectores de expresión, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus, 
adenovirus y virus adenoasociados de replicación defectuosa), que cumplen funciones equivalentes. 30 

Los vectores recombinantes pueden comprender un ácido nucleico que codifica un polipéptido en una forma adecuada 
para la expresión del ácido nucleico en una célula huésped. En algunas realizaciones, esto significa que los vectores 
recombinantes pueden incluir una o más secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la base de las células huésped 
que se utilizarán para la expresión, que está operativamente unida a la secuencia de ácido nucleico para expresar (es 
decir, un vector de expresión recombinante). Dentro de un vector de expresión recombinante, "unido operativamente" 35 
significa que la secuencia de nucleótidos de interés está unida a la) secuencia reguladora de una manera que permite 
la expresión de la secuencia de nucleótidos (por ejemplo, en un sistema de transcripción/ traducción in vitro o en una 
célula huésped cuando el vector se introduce en la célula huésped. El término "secuencia reguladora" se considera 
que incluye promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresión (por ejemplo, señales de 
poliadenilación). Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel, Methods in Enzymology: 40 
Gene Expression Technology vol,185, Academic Press, San Diego, CA (1991). Las secuencias reguladoras incluyen 
las que dirigen la expresión constitutiva de una secuencia de nucleótidos en muchos tipos de células huésped y las 
que dirigen la expresión de la secuencia de nucleótidos solo en ciertas células huésped (por ejemplo, secuencias 
reguladoras específicas de tejido). Los expertos en la técnica apreciarán que el diseño del vector de expresión puede 
depender de factores tales como la elección de la célula huésped para transformar, el nivel de expresión de la proteína 45 
deseada y similares. Los vectores de expresión de la invención se pueden introducir en células huésped para producir 
de ese modo proteínas o péptidos, que incluyen proteínas o péptidos de fusión, codificados por ácidos nucleicos como 
se describe en la presente.. 

Los vectores de expresión recombinantes se pueden diseñar para la expresión de un polipéptido, o fragmento funcional 
del mismo, en células procariotas (por ejemplo, E. coli) o eucariotas (por ejemplo, células de insecto {usando vectores 50 
de expresión de baculovirus}, células de levadura o células de mamífero). Las células huésped adecuadas se discuten 
adicionalmente en Goeddel, supra, e incluyen, por ejemplo, células de E. coli, células de Bacillus, células de 
Saccharomyces, células de Pichia, células NS0, células COS, células de ovario de hámster chino (CHO) o células de 
mieloma. El ARN o ADN también se puede modificar, por ejemplo, mediante la sustitución de bases para optimizar el 
uso de codones en un huésped particular o mediante la unión covalente a la secuencia codificadora de un polipéptido 55 
heterólogo. Tal enfoque puede ser la base para desarrollar una vacuna subunitaria. Alternativamente, el vector de 
expresión recombinante se puede transcribir y traducir in vitro. 

Otro aspecto de la divulgación se refiere a células huésped en las que se ha introducido un vector recombinante de la 
invención. Los términos "célula huésped" y "célula huésped recombinante" se usan indistintamente en la presente. Se 
entiende que dichos términos se refieren no solo a la célula presente particular sino a la progenie o la progenie 60 
potencial de dicha célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones sucesivas 
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debido a mutaciones o influencias ambientales, dicha progenie, en efecto, puede no ser idéntica a la célula original, 
pero aún se incluye dentro del alcance del término como como se usa en la presente.  

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de 
transformación o transfección. Como se usa en la presente, los términos "transformación" y "transfección" se refieren 
a una variedad de técnicas reconocidas en la materia para introducir ácido nucleico extraño en una célula huésped, 5 
que incluye la coprecipitación con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfección mediada por DEAE-dextrano, 
lipofección o electroporación. Se pueden encontrar procedimientos adecuados para transformar o transfectar células 
huésped en Sambrook, et al. (supra) y otros manuales de laboratorio. 

III. Matrices acelulares de tejidoes 

El término "matriz acelular de tejido", como se usa en la presente, se refiere generalmente a cualquier matriz de tejido 10 
que esté sustancialmente libre de células y/o componentes celulares. La piel, partes de la piel (por ejemplo, dermis) y 
otros tejidos tales como vasos sanguíneos, válvulas cardíacas, fascia, cartílago, tejido adiposo, hueso y tejido 
conectivo nervioso se pueden usar para crear matrices acelulares dentro del ámbito de la presente divulgación. Las 
matrices acelulares de tejidoes se pueden analizar o evaluar para determinar si están sustancialmente libres de células 
y/o componentes celulares de varias maneras. Por ejemplo, los tejidos procesados se pueden inspeccionar con 15 
microscopía óptica para determinar si quedan células (vivas o muertas) y/o componentes celulares. Además, se 
pueden usar ciertos ensayos para identificar la presencia de células o componentes celulares. Por ejemplo, se pueden 
usar ensayos de ADN u otros ácidos nucleicos para cuantificar los materiales nucleares restantes dentro de las 
matrices de tejidos. En general, la ausencia de ADN restante u otros ácidos nucleicos será indicativo de una 
descelularización completa (es decir, eliminación de células y/o componentes celulares). Finalmente, se pueden usar 20 
otros procedimientos que identifican componentes específicos de la célula (por ejemplo, antígenos de superficie) para 
determinar si las matrices de tejido son acelulares. La piel, partes de la piel (por ejemplo, dermis) y otros tejidos tales 
como vasos sanguíneos, válvulas cardíacas, fascia, cartílago, hueso y tejido conectivo nervioso se pueden usar para 
crear matrices acelulares dentro del ámbito de la presente divulgación. 

En general, las etapas involucradas en la producción de una matriz acelular de tejido incluyen la recolección del tejido 25 
de un donante (por ejemplo, una fuente animal) y la eliminación de células en condiciones que conserven la función 
biológica y estructural. En ciertas realizaciones, el procedimiento incluye tratamiento químico para estabilizar el tejido 
y evitar la degradación bioquímica y estructural junto con o antes de la eliminación de células. En diversas 
realizaciones, la solución estabilizante detiene y evita la degradación osmótica, hipóxica, autolítica y proteolítica, 
protege contra la contaminación microbiana y reduce el daño mecánico que puede ocurrir con tejidos que contienen, 30 
por ejemplo, componentes del músculo liso (por ejemplo, vasos sanguíneos). La solución estabilizante puede contener 
un tampón apropiado, uno o más antioxidantes, uno o más agentes oncóticos, uno o más antibióticos, uno o más 
inhibidores de la proteasa y/o uno o más relajantes del músculo liso. 

El tejido posteriormente se coloca en una solución de descelularización para eliminar células viables (por ejemplo, 
células epiteliales, células endoteliales, células de músculo liso y fibroblastos) de la matriz estructural sin dañar la 35 
integridad biológica y estructural de la matriz de colágeno. La solución de descelularización puede contener un tampón 
apropiado, sal, un antibiótico, uno o más detergentes (por ejemplo, TRITON X-100™, desoxicolato de sodio, 
monooleato de polioxietilen sorbitano (20)), uno o más agentes para evitar la reticulación, uno o más inhibidores de 
proteasa y/o una o más enzimas. En algunas realizaciones, la solución de descelularización comprende TRITON X-
100™ 1% en medio RPMI con Gentamicina y EDTA 25 mM (ácido etilendiaminotetraacético). En algunas 40 
realizaciones, el tejido se incuba en la solución de descelularización durante la noche a 37 ºC con agitación suave a 
90 rpm. En ciertas realizaciones, se pueden usar detergentes adicionales para eliminar la grasa de la muestra de 
tejido. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se añade desoxicolato de sodio 2% a la solución de descelularización 

Después del procedimiento de descelularización, la muestra de tejido se lava completamente con solución salina. En 
algunas realizaciones ejemplares, el tejido descelularizado posteriormente se trata durante la noche a temperatura 45 
ambiente con una solución de desoxirribonucleasa (ADNasa). En algunas realizaciones, la muestra de tejido se trata 
con una solución de ADNasa preparada en tampón de ADNasa (HEPES 20 mM (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-
metanosulfónico), CaCl2 20 mM y MgCl2 20 mM). Opcionalmente, se puede añadir una solución de antibiótico (por 
ejemplo, gentamicina) a la solución de ADNasa. Se puede usar cualquier tampón adecuado siempre que el tampón 
proporcione una actividad ADNasa adecuada. 50 

Después de lavar completamente el tejido con solución salina para eliminar la solución de ADNasa, la muestra de 
tejido se pone en contacto con una alfa-galactosidasa de T. reesei o C. cellulolyticum. 

Después del tratamiento con una alfa-galactosidasa, se puede realizar un ensayo para determinar si la matriz de tejido 
que contiene colágeno se ha alterado de manera de reducir la respuesta inmune humana. Se pueden realizar varios 
ensayos adecuados. Por ejemplo, los ensayos adecuados pueden incluir ensayos de activación de monocitos, ensayos 55 
de fagocitosis y ensayos de estallido oxidativo. 

En algunas realizaciones, el ensayo se puede realizar en un segmento o porción del tejido procesado, y otras porciones 
del tejido se pueden usar en procedimientos médicos o quirúrgicos posteriores. En otras realizaciones, el ensayo se 
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puede realizar en una o más muestras de un lote de muestras múltiples, y las muestras no sometidas al ensayo se 
pueden seleccionar posteriormente para usar en el tratamiento de un paciente. 

En algunas realizaciones, después de que se forma la matriz acelular de tejido, se siembran células viables 
histocompatibles en la matriz acelular de tejido para producir un injerto que se puede remodelar adicionalmente en el 
huésped. En algunas realizaciones, las células viables histocompatibles se pueden añadir a las matrices mediante 5 
técnicas de cocultivo de células in vitro estándar antes del trasplante, o mediante repoblación in vivo después del 
trasplante. La repoblación in vivo puede ser mediante las propias células del receptor que migran hacia la matriz 
acelular de tejido o por infusión o inyección de células obtenidas del receptor o células histocompatibles de otro 
donante en la matriz acelular de tejido in situ. Se pueden usar varios tipos de células, que incluyen las células madre 
embrionarias, células madre adultas (por ejemplo, células madre mesenquimales) y/o células neuronales. En diversas 10 
realizaciones, las células se pueden aplicar directamente a la porción interna de la matriz acelular de tejido justo antes 
o después de la implantación. En ciertas realizaciones, las células se pueden colocar dentro de la matriz acelular de 
tejido para implantar y cultivar antes de la implantación.  

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no se deben interpretar como 
limitantes adicionales. 15 

Ejemplo 1: Identificación de alfa-galactosidasas microbianas para la eliminación de los residuos de galactosa 
alfa-1,3-unidos terminales del tejido 

Las bases de datos disponibles públicamente se examinaron para identificar alfa-galactosidasas y organismos 
microbianos que producen alfa-galactosidasas disponibles comercialmente. 

Se compraron enzimas o se purificaron parcialmente y se analizaron para determinar la actividad de alfa-glactosidasa 20 
en sustrato de p-nitrofenil alfa-galatctosidasa (pNGP). Brevemente, las muestras se diluyeron en tampón fosfato pH 
6,0 o HEPES 20 mM, NaCl 1,2 M, CaCl2 20 mM, MgCl2 20 mM, pH 7,4. Posteriormente se añadió pNGP a una 
concentración final de 1 mM y las muestras se incubaron a 37 ºC. La actividad de la enzima se evaluó mediante la 
medición de la absorbancia resultante a 405 nm. 

Las enzimas microbianas que tienen actividad en pNGP se analizaron posteriormente para determinar su capacidad 25 
para reducir y/o eliminar epítopos de α-gal en el tejido. Las enzimas y la fuente de alfa-galactosidasa analizadas se 
listan a continuación. 

 

Aspergillus niger (los materiales parcialmente purificados se compraron de MarCor y Specialty Enzyme; se 
analizaron muestras de tejido con concentraciones de hasta 20.000 U /l) 30 

 

Ag/A  

Ag/B  

Ag/C (Ag/C recombinante purificado se adquirió en Megazyme; se analizó en el tejido a concentraciones de 
hasta 100.000 U /l  35 

Ag/ Desconocido 

Trichoderma reesei (material purificado de MPBio que tiene actividad en el tejido a 400 U /l, y bruto y parcialmente 
purificado (Q-HiTrap) de sobrenadantes de cultivo bruto) 

 

Ag/I 40 

Ag/II 

Ag/III 

 

Guar (forma recombinante purificada (E. coli) adquirida en Megazyme; analizada en tejido en 
concentraciones de hasta 100.000 U /l) 45 

 

Phaseus 
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Cellvibrio mixtus (forma recombinante E. coli) adquirida en Prozomix; analizada en tejido en 
concentraciones de hasta 20.000 U /l) 

Clostridium cellulyticum (forma recombinante (E. coli) adquirida en Prozomix; activa en el tejido a 4.000 U 
/l) 5 

Saccharomyces cerevisiae (forma recombinante adquirida en CUSABIO y una fuente patentada; analizada en 
tejido en concentraciones de hasta 20.000 U /l, o 50 mg/ml) 

Bacillus subtilis forma recombinante (E. coli) adquirida en Genway Biologics) 

Xanthomonas manihotis (forma recombinante (E. coli) adquirida en New England BioLabs; analizada en 
tejido en concentraciones de hasta 50.000 U /l) 10 

Escherichia coli (forma recombinante adquirida en U.S. biological; analizada en tejido en concentraciones de 
hasta 13 mg/ml) 

La piel porcina se recogió de un matadero y se dividió en 1,3 mm mediante la extracción física de la epidermis y la 
grasa subcutánea. El tejido dérmico restante se descontaminó con ácido peracético. Tras la descontaminación, el 
tejido se procesó en condiciones asépticas. El tejido dérmico se descelularizó durante 24 horas con detergentes para 15 
eliminar las células viables. Los desechos celulares y los productos químicos residuales se eliminan mediante lavado 
en PBS. La matriz dérmica acelular porcina resultante (pADM) se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

Las preparaciones enzimáticas de los microbios identificados como portadores de actividad en pNGP se analizaron 
en dermis porcina en un tampón fosfato, pH 6,0 o tampón ADNasa TTM, pH 7,4 (HEPES 20 mM, NaCl 1,2 M, CaCl2 
20 mM, MgCl2 20 mM) durante hasta 24 horas. Se prepararon secciones histológicas y se tiñeron con la lectina IB4 20 
que reconoce específicamente el epítopo de α-gal. De la multitud de enzimas microbianas anotadas y/o analizadas 
que tienen actividad alfa-galactosidasa en pNGP, solo dos alfa-galactosidasas de T. reesei o un C. cellulolyticum 
fueron efectivas para eliminar los epítopos de α-gal de los tejidos. Específicamente, las secciones de tejido tratadas 
con alfa-galactosidasa parcialmente purificada y disponible comercialmente de T. reesei fueron tan efectivas como la 
alfa-galactosidasa de grano de café para reducir la tinción específica para los epítopos de α-gal en el tejido (ver, por 25 
ejemplo, Figuras 1B -1E). Además, la alfa-galactosidasa de C. cellulolyticum recombinante también fue tan efectiva 
como la alfa-galactosidasa de grano de café para reducir la tinción específica para los epítopos de α-gal en el tejido, 
pero demostró una mayor actividad en tampones de pH reducido (ver, por ejemplo, Figuras 1G-1J )  

LISTADO DE SECUENCIAS 

 30 

<110> LIFECELL CORPORATION 

<120> ENZIMAS MICROBIANAS PARA LA REDUCCIÓN DE ALFA-GALACTOSA DEL TEJIDO BASADO EN 
COLÁGENO 

 

<130> LIF,1164PCT 35 

<140> 

<141> 

55 

<150> 61/973,470 

<151> 2014-04-01 40 
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<160> 8 

 

<170> PatentIn version 3.5 

 

<210> 1 5 

<211> 1677 

<212> ADN 

<213> Trichoderma reesei 

 

<400> 1 10 
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<210> 3 

<211> 2438 5 

<212> ADN 

<213> Trichoderma reesei 

 

<400> 3 

10 
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210> 5 

<211> 2004 

<212> ADN 5 

<213> Trichoderma reesei 

 

<400> 5 

 

10 
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<210> 7 

<211> 8777 

<212> ADN 5 

<213> Clostridium cellulolyticum 

 

<400> 7 
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REIVINDICACIONES 

 

1.  Un procedimiento in vitro para preparar una matriz de tejido no humano para trasplante que comprende: 

poner en contacto una matriz de tejido que contiene colágeno con una alfa-galactosidasa de Trichoderma reesei 
o Clostridium cellulyticum aislada en una cantidad y durante un tiempo suficientes para eliminar un epítopo de α-5 
gal de la matriz de tejido, de este modo se prepara la matriz de tejido para el trasplante en un paciente humano. 

2.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma 
reesei aislada, y comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de identidad con la 
secuencia de aminoácidos entera expuesta en la SEQ ID NO: 2. 

3.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma 10 
reesei aislada, y comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de identidad con la 
secuencia de aminoácidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ 
ID NO: 4 y 6. 

4.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma 
reesei aislada, y está codificada por una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de 15 
nucleótidos que tiene al menos 85% de identidad con la secuencia de nucleótidos entera expuesta en una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:1, 3, y 5. 

5.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Trichoderma 
reesei aislada, y está codificada por una molécula de ácido nucleico, dicha molécula de ácido nucleico que 
codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de identidad con 20 
la secuencia de aminoácidos entera expuesta en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ 
ID NO: 2, 4, y 6. 

6.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Clostridium 
cellulyticum aislada, y comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de identidad con la 
secuencia de aminoácidos entera expuesta en la SEQ ID NO: 8. 25 

7.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Clostridium 
cellulyticum aislada, y está codificada por una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos 85% de identidad con la secuencia de nucleótidos entera expuesta en la SEQ ID 
NO: 7. 

8.  El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la alfa-galactosidasa es una alfa-galactosidasa de Clostridium 30 
cellulyticum aislada, y está codificada por una molécula de ácido nucleico, dicha molécula de ácido nucleico que 
codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 85% de identidad con 
la secuencia de aminoácidos entera expuesta en la SEQ ID NO: 8. 

9.  El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la matriz de tejido es una matriz acelular 
de tejido. 35 

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la matriz de tejido: 

(a) comprende una matriz de tejido dérmico; o 

(b) se obtiene de un tejido seleccionado de fascia, tejido pericárdico, duramadre, tejido del cordón umbilical, 
tejido placentario, tejido valvular cardíaco, tejido de ligamento, tejido tendinoso, tejido arterial, tejido venoso, 
tejido conectivo neural, tejido vesical urinario, tejido del uréter y tejido intestinal 40 

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que además comprende tratar la matriz de tejido 
para eliminar al menos algunas de las células y componentes celulares de la matriz de tejido. 

12. El procedimiento de la reivindicación 11, en el que la matriz de tejido se trata para eliminar sustancialmente todas 
las células y los componentes celulares antes de poner en contacto la matriz de tejido con la alfa-galactosidasa. 

13. El procedimiento de la reivindicación 11, en el que sustancialmente todas las células y los componentes celulares 45 
se eliminan de la matriz de tejido. 

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que la al menos una matriz de tejido que 
contiene colágeno incluye dos o más matrices de tejido. 

15.  El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que además comprende envasar la matriz de 
tejido; y/o, que además comprende esterilizar la matriz de tejido. 50 
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