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DESCRIPCION
Métodos mejorados para producir células RPE y composiciones de células RPE
Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de las solicitudes provisionales de Estados Unidos numeros
60/998.766, presentada el 12 de octubre de 2007, 60/998.668, presentada el 12 de octubre de 2007, 61/009.908,
presentada el 2 de enero de 2008, y 61/009.911, presentada el 2 de enero de 2008.

Antecedentes de la invencion

El epitelio pigmentario retiniano (RPE) es la capa de células pigmentadas justo en el exterior de la retina
neurosensorial. Esta capa de células nutre a las células visuales retinianas, y esta unida al coroides subyacente (la
capa de vasos sanguineos tras la retina) y reviste las células visuales retinianas. EI RPE actia como filtro para
determinar qué nutrientes alcanzan la retina desde el coroides. Ademas, el RPE proporciona aislamiento entre la retina
y el coroides. La ruptura del RPE interfiere con el metabolismo de la retina, lo que provoca el estrechamiento de la
retina. El estrechamiento de la retina puede tener consecuencias graves. Por ejemplo, el estrechamiento de la retina
puede provocar degeneracion macular "seca", y también puede conducir a la formacién inadecuada de vasos
sanguineos que puede provocar degeneracion macular "humeda").

Dada la importancia del RPE en el mantenimiento de la salud visual y retiniana, se han hecho esfuerzos significativos
en el estudio del RPE y en el desarrollo de metodologias para la produccion de células RPE in vitro. Las células RPE
producidas in vitro se podrian usar para estudiar el desarrollo del RPE, para identificar los factores que provocan la
ruptura del RPE, o para identificar los agentes que se pueden usar para estimular la reparacién de las células RPE
enddégenas. Ademas, las propias células RPE producidas in vitro se podrian usar como terapia para sustituir o
restablecer la totalidad o una porcién de las células RPE dafiadas de un paciente. Cuando se usan de esta manera,
las células RPE pueden proporcionar una aproximacion para tratar la degeneracién macular, asi como otras
enfermedades y afecciones provocadas, completamente o en parte, por el dafio del RPE.

El uso de células RPE producidas in vitro para el cribado o como agente terapéutico se basa en métodos que se
pueden usar para producir un gran numero de células RPE de una manera sistematica y dirigida. Tales métodos de
diferenciacion sistematizados proporcionarian ventajas significativas respecto de los esquemas previos basados, por
ejemplo, en la diferenciacion espontanea de las células RPE a partir de lineas celulares transformadas u otras fuentes.

Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona un método para diferenciar células RPE a partir de células madre pluripotentes
humanas, tales como células madre embrionarias humanas y células madre pluripotentes inducidas humanas. El
método se usa para producir un gran numero de células RPE diferenciadas para el uso en ensayos de cribado, para
estudiar la biologia basica del RPE, y como terapia. Como se describe en la presente memoria, las células RPE
diferenciadas a partir de células madre pluripotentes, tales como células madre embrionarias humanas, mediante el
uso de esta aproximacion son molecularmente diferentes de las células madre embrionarias humanas, asi como de
las células RPE adultas y fetales.

La presente invencion también proporciona preparaciones y preparaciones farmacéuticas de células RPE derivadas
de células madre pluripotentes humanas. Tales preparaciones de células RPE son molecularmente diferentes de las
células madre embrionarias humanas, asi como de las células RPE adultas y fetales.

La presente invenciéon proporciona, por primera vez, una caracterizacion molecular detallada de las células RPE
diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas. La caracterizacion detallada incluye comparaciones
con las células RPE derivadas de ofras fuentes (p.ej., células RPE adultas y células RPE fetales), asi como con células
madre embrionarias humanas. Este analisis no solamente proporciona una comprensién mas profunda de las células
RPE, sino que también reveld que las células RPE diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas
tienen propiedades moleculares diferentes que distinguen estas células de las células RPE descritas previamente.

La presente invenciéon proporciona preparaciones de células RPE, que incluyen preparaciones sustancialmente
purificadas de células RPE. Las células RPE ejemplares se diferencian de las células madre pluripotentes humanas,
tales como las células madre embrionarias humanas o las células iPS. Las células RPE derivadas de células madre
pluripotentes humanas se pueden formular y usar para tratar enfermedades degenerativas retinianas. Ademas, las
células RPE derivadas de células madre pluripotentes humanas se pueden usar en ensayos de cribado para identificar
agentes que modulan la supervivencia de las células RPE (in vitro y/o in vivo), para estudiar la maduracion de las
células RPE, o para identificar agentes que modulan la maduracion de las células RPE. Los agentes identificados
mediante el uso de tales ensayos de cribado se pueden usar in vitro o in vivo, y pueden proporcionar agentes
terapéuticos adicionales que se pueden usar solos o en combinacion con las células RPE para tratar enfermedades
degenerativas retinianas.

La presente invencion proporciona métodos mejorados para la produccion de células RPE a partir de células madre
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embrionarias o de otras células madre pluripotentes. Los métodos de la invencién se pueden usar para producir células
RPE diferenciadas. Opcionalmente, el nivel de maduracién, tal como se determina mediante los niveles de
pigmentacion, de las células RPE diferenciadas se puede modular de forma que se produzcan células RPE
diferenciadas, células RPE maduras, o mezclas de las mismas. También se proporcionan métodos mejorados para el
tratamiento de trastornos oculares. En particular, estos métodos implican el uso de células RPE derivadas de células
madre embrionarias humanas para tratar o mejorar los sintomas de trastornos oculares, en particular trastornos
oculares provocados o exacerbados, completamente o en parte, por el dafio o la ruptura de la capa endégena de RPE.

En ciertos aspectos, la invencidon proporciona un método para producir un cultivo de células epiteliales pigmentarias
retinianas (RPE). En ciertas realizaciones, el cultivo es un cultivo sustancialmente purificado que contiene al menos
un 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas del 99% de células RPE
diferenciadas (al menos un 75% del cultivo es una célula RPE diferenciada, independientemente del nivel de madurez).
En ciertas realizaciones, el cultivo sustancialmente purificado contiene al menos un 30%, 35%, 40% o 45% de células
RPE diferenciadas maduras. En ciertas realizaciones, el cultivo sustancialmente purificado contiene al menos un 50%
de células RPE diferenciadas maduras. En otras realizaciones, el cultivo sustancialmente purificado contiene al menos
un 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas del 99%
de células RPE diferenciadas maduras. En ciertas realizaciones, las células RPE diferenciadas derivan de células
madre embrionarias humanas, células iPS humanas, u otras células madre pluripotentes.

En ciertas realizaciones, el método comprende las etapas de
a) proporcionar células madre embrionarias humanas;

b) cultivar las células madre embrionarias humanas en forma de cuerpos embrioides en un medio rico en
nutrientes, bajo en proteinas, cuyo medio contiene opcionalmente un suplemento B-27 sin suero;

c) cultivar los cuerpos embrioides en forma de un cultivo adherente en un medio rico en nutrientes, bajo en
proteinas, cuyo medio contiene opcionalmente un suplemento B-27 sin suero;

d) cultivar el cultivo adherente de células de (c) en un medio rico en nutrientes, bajo en proteinas, cuyo medio
no contiene un suplemento B-27 sin suero;

e) cultivar las células de (d) en un medio capaz de mantener el crecimiento de un cultivo de células somaticas
de alta densidad, por lo cual las células RPE aparecen en el cultivo de células;

f) poner en contacto el cultivo de (e) con una enzima;

g) seleccionar las células RPE del cultivo y transferir las células RPE a un cultivo diferente que contiene un
medio suplementado con un factor de crecimiento para producir un cultivo enriquecido de células RPE; y

h) propagar el cultivo enriquecido de células RPE para producir un cultivo sustancialmente purificado de células
RPE.

En algunos otros aspectos, la invencion proporciona un método de produccion de una célula epitelial pigmentaria
retiniana (RPE) madura, y dicho método comprende las etapas de

a) proporcionar células madre embrionarias humanas;

b) cultivar las células madre embrionarias humanas en forma de cuerpos embrioides en un medio rico en
nutrientes, bajo en proteinas, cuyo medio contiene opcionalmente un suplemento B-27 sin suero;

c) cultivar los cuerpos embrioides en forma de un cultivo adherente en un medio rico en nutrientes, bajo en
proteinas, cuyo medio contiene opcionalmente un suplemento B-27 sin suero;

d) cultivar el cultivo adherente de células de la etapa (c) en un medio rico en nutrientes, bajo en proteinas, cuyo
medio no contiene un suplemento B-27 sin suero;

e) cultivar las células de (d) en un medio capaz de mantener el crecimiento de un cultivo de células somaticas
de alta densidad, por lo cual las células RPE aparecen en el cultivo de células;

f) poner en contacto el cultivo de (e) con una enzima;

g) seleccionar las células RPE del cultivo y transferir las células RPE a un cultivo diferente que contiene un
medio suplementado con un factor de crecimiento para producir un cultivo enriquecido de células RPE;

h) propagar el cultivo enriquecido de células RPE; y
i) cultivar el cultivo enriquecido de células RPE para producir células RPE maduras.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, el cultivo sustancialmente purificado de células RPE puede
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contener tanto células RPE diferenciadas como células RPE diferenciadas maduras. Entre las células RPE maduras,
el nivel de pigmento puede variar. Sin embargo, las células RPE maduras se pueden distinguir visualmente de las
células RPE basandose en el nivel incrementado de pigmentacion y en la forma mas cilindrica.

En ciertas realizaciones, el porcentaje de células RPE diferenciadas maduras en el cultivo se puede reducir
disminuyendo la densidad del cultivo. Asi, en ciertas realizaciones, el método comprende ademas subcultivar una
poblacién de células RPE maduras para producir un cultivo que contiene un porcentaje mas pequefio de células RPE
maduras.

En ciertas realizaciones, el medio usado cuando se cultivan las células en forma de cuerpos embrioides se puede
seleccionar de cualquier medio adecuado para cultivar células en forma de cuerpos embrioides. Por ejemplo, un
experto en la técnica puede seleccionarlo entre los medios disponibles comercialmente o patentados. Se puede usar
cualquier medio que sea capaz de mantener cultivos de alta densidad, tal como un medio para el cultivo de particulas
virales, células bacterianas, o eucariéticas. Por ejemplo, el medio puede ser un medio alto en nutrientes, sin proteinas
o un medio alto en nutrientes, bajo en proteinas. Por ejemplo, las células madre embrionarias humanas se pueden
cultivaren MDBK-GM, OptiPro SFM, VP-SFM, EGM-2, o MDBK-MM. En ciertas realizaciones, el medio puede contener
también un suplemento B-27.

En ciertas realizaciones, el medio descrito en la presente memoria también se puede suplementar con uno o mas
factores de crecimiento. Los factores de crecimiento que se pueden usar incluyen, por ejemplo, EGF, bFGF, VEGF, y
factor de crecimiento similar a insulina recombinante. El medio también puede contener suplementos tales como
heparina, hidrocortisona, acido ascorbico, suero (tal como, por ejemplo, suero bovino fetal), 0 una matriz de crecimiento
(tal como, por ejemplo, matriz extracelular de epitelio cérneo bovino, matrigel (BD biosciences), o gelatina).

En ciertas realizaciones, se usan métodos mecanicos o enzimaticos para seleccionar las células RPE entre los
agrupamientos de células distintas de RPE en un cultivo de cuerpos embrioides, o para facilitar el subcultivo de las
células adherentes. Los métodos mecanicos ejemplares incluyen, pero sin limitacion, la trituracién con una pipeta o el
corte con una aguja de vidrio. Los métodos enzimaticos ejemplares incluyen, pero sin limitacion, cualquier enzima
adecuada para disociar células (p.e€j., tripsina, colagenasa, dispasa). En ciertas realizaciones, se usa una disolucion
no enzimatica para disociar las células, tal como una disolucién que contiene un nivel elevado de EDTA tal como, por
ejemplo, tampdn de disociacion celular basado en disolucion de Hanks.

En ciertas realizaciones, para cualquiera de las etapas articuladas anteriores, las células se cultivan durante entre
alrededor de 3 dias y 45 dias, tal como 7 dias, 7-10 dias, 7-14 dias, o 14-21 dias. En ciertas realizaciones, las células
se cultivan durante alrededorde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, o alrededor de 46 dias. En ciertas
realizaciones, las células se cultivan durante un periodo menor o igual a alrededor de: 45, 40, 35, 30, 25, 21, 20, 18,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, o 1 dias. Obsérvese que, para cada una de las etapas del método
anteriormente articulado, las células se pueden cultivar durante el mismo periodo de tiempo en cada etapa o durante
periodos de tiempo diferentes en una o mas de las etapas.

En ciertas realizaciones, las células RPE se cultivan adicionalmente para producir un cultivo de células RPE maduras.
Las células RPE y las células RPE maduras son células RPE diferenciadas. Sin embargo, las células RPE maduras
se caracterizan por un nivel incrementado de pigmento en comparacion con las células RPE diferenciadas. El nivel de
madurez y pigmentacion se puede modular incrementando o disminuyendo la densidad del cultivo de células RPE
diferenciadas. Asi, un cultivo de células RPE se puede cultivar adicionalmente para producir células RPE maduras.
De manera alternativa, se puede disminuir la densidad de un cultivo que contiene células RPE maduras para disminuir
el porcentaje de células RPE diferenciadas maduras y para incrementar el porcentaje de células RPE diferenciadas.

El medio usado para cultivar las células RPE es cualquier medio adecuado para el cultivo de células, y el experto lo
puede seleccionar. Por ejemplo, se puede usar cualquier medio que sea capaz de mantener cultivos de alta densidad,
tal como un medio para el cultivo de particulas virales, células bacterianas, o animales. Por ejemplo, las células
descritas en la presente memoria se pueden cultivar en VP-SFM, EGM-2, y MDBK-MM.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, dicho cultivo sustancialmente purificado de células RPE (con o
sin células RPE maduras) se congela para el almacenamiento. Las células se pueden almacenar mediante cualquier
método adecuado conocido en la técnica, p.ej., congeladas criogénicamente, y se pueden congelar a cualquier
temperatura adecuada para el almacenamiento de las células. Por ejemplo, las células se pueden congelar a
aproximadamente -20 °C, -80 °C, -120 °C, o a cualquier otra temperatura adecuada para el almacenamiento de células.
Las células congeladas criogénicamente se almacenan en recipientes adecuados y se preparan para el
almacenamiento para reducir el riesgo de dafo celular, y para maximizar la probabilidad de que las células sobrevivan
a la descongelacion. En otras realizaciones, las células RPE se mantienen a temperatura ambiente, o se refrigeran,
por ejemplo, a aproximadamente 4 °C.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, el método se lleva a cabo de acuerdo con las buenas practicas
de fabricacion (BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias humanas a
partir de las cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de acuerdo con las buenas practicas de fabricacion
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(BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias humanas a partir de las
cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de uno o mas blastémeros retirados de un embrién en etapa
temprana sin destruir el embrién restante.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, el método se usa para producir una preparacién que comprende
al menos 1x10° células RPE, al menos 5x10° células RPE, al menos 1x10° células RPE, al menos 5x108 células RPE,
al menos 1x107 células RPE, al menos 2x107 células RPE, al menos 3x107 células RPE, al menos 4x107 células RPE,
al menos 5x107 células RPE, al menos 6x107 células RPE, al menos 7x107 células RPE, al menos 8x107 células RPE,
al menos 9x107 células RPE, al menos 1x108 células RPE, al menos 2x108 células RPE, al menos 5x108 células RPE,
al menos 7x108 células RPE, o al menos 1x10° células RPE. En ciertas realizaciones, el nUmero de células RPE en la
preparacion incluye las células RPE diferenciadas, independientemente del nivel de madurez e independientemente
de los porcentajes relativos de células RPE diferenciadas y células RPE maduras. En otras realizaciones, el nimero
de células RPE en la preparacion se refiere al numero de células RPE diferenciadas o de células RPE maduras.

En ciertas realizaciones, el método comprende ademas formular las células RPE diferenciadas y/o las células RPE
maduras diferenciadas para producir una preparacion de células RPE adecuadas para el trasplante.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un método para el tratamiento o la prevencién de una afeccién caracterizada
por degeneracion retiniana, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una
preparacion que comprende células RPE, cuyas células RPE derivan de células madre embrionarias humanas, células
iPS, u otras células madre pluripotentes. Las afecciones caracterizadas por degeneracioén retiniana incluyen, por
ejemplo, distrofia macular de Stargardt, degeneraciéon macular relacionada con la edad (seca o humeda), retinopatia
diabética, y retinosis pigmentaria. En ciertas realizaciones, las células RPE se obtienen de células madre pluripotentes
humanas mediante el uso de uno o mas de los métodos descritos en la presente memoria.

En ciertas realizaciones, la preparacion se crioconservo previamente y se descongel6 antes del trasplante.

En ciertas realizaciones, el método de tratamiento comprende ademas la administracién de ciclosporina o uno o mas
inmunosupresores diferentes. Cuando se usan inmunosupresores, se pueden administrar de manera sistémica o local,
y se pueden administrar antes, a la vez, o tras la administracion de las células RPE. En ciertas realizaciones, la terapia
inmunosupresora continda durante semanas, meses, afos, o indefinidamente tras la administracion de las células RPE.

En ciertas realizaciones, el método de tratamiento comprende la administracion de una Unica dosis de células RPE.
En otras realizaciones, el método de tratamiento comprende un curso de terapia en el que las células RPE se
administran multiples veces a lo largo de cierto periodo. Los cursos de tratamiento ejemplares pueden comprender
tratamientos semanales, bisemanales, mensuales, trimestrales, semestrales, o anuales. De manera alternativa, el
tratamiento puede desarrollarse en fases, por lo que se requieren multiples dosis inicialmente (p.ej., dosis diarias
durante la primera semana), y posteriormente son necesarias menos dosis y con menos frecuencia. Se contemplan
numerosos regimenes de tratamiento.

En ciertas realizaciones, las células RPE administradas comprenden una poblacion mixta de células RPE
diferenciadas y células RPE maduras. En otras realizaciones, las células RPE administradas comprenden una
poblacion sustancialmente purificada de células RPE diferenciadas o de células RPE maduras. Por ejemplo, las células
RPE administradas pueden contener menos del 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 menos
del 1% del ofro tipo de células RPE.

En ciertas realizaciones, las células RPE se formulan en un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, la preparacion que comprende las células RPE se trasplanta en una suspensiéon, matriz o
sustrato. En ciertas realizaciones, la preparacion se administra mediante inyeccion en el espacio subretiniano del ojo.
En ciertas realizaciones, se administran alrededor de 10* a alrededor de 10° células al sujeto. En ciertas realizaciones,
el método comprende ademas la etapa de monitorizar la eficacia del tratamiento o de la prevencién midiendo las
respuestas del electrorretinograma, el umbral de agudeza optomotora, o el umbral de luminancia en el sujeto. El
método también puede comprender monitorizar la eficacia del tratamiento o de la prevencién monitorizando la
inmunogenicidad de las células o la migracién de las células en el ojo.

En ciertos aspectos, la invencién proporciona una preparacion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de una
afeccion caracterizada por la degeneracion retiniana, que comprende una cantidad eficaz de células RPE, cuyas
células RPE se obtienen de células madre embrionarias humanas o de otras células madre pluripotentes. La
preparacion farmacéutica se puede formular en un vehiculo farmacéuticamente aceptable segun la via de
administracion. Por ejemplo, la preparacion se puede formular para la administracion en el espacio subretiniano del
ojo. La composicion puede comprender al menos 104, 105, 5x105, 6x10°5, 7x10°, 8x10%, 9x105, 108, 2x108, 3x108, 4x10°,
5x108, 6x10°, 7x108, 8x108, 9x10°, 0 107 células RPE. En ciertas realizaciones, la composicion puede comprender al
menos 2x107, 5x107, 6x107, 7x107, 8x107, 9x107, 1x108 células RPE. En ciertas realizaciones, las células RPE pueden
incluir células RPE maduras, y por tanto el nimero de células incluye el total de las células RPE diferenciadas y de
las células RPE diferenciadas maduras.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método de cribado para identificar agentes que modulan la supervivencia
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de las células RPE. Por ejemplo, las células RPE diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas se
pueden usar para el cribado de agentes que estimulan la supervivencia de las células RPE. Los agentes identificados
se pueden usar, solos 0 en combinacion con las células RPE, como parte de un régimen de tratamiento. De manera
alternativa, los agentes identificados se pueden usar como parte de un método de cultivo para mejorar la supervivencia
de las células RPE diferenciadas in vitro.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de cribado para identificar agentes que modulan la madurez de
las células RPE. Por ejemplo, las células RPE diferenciadas a partir de células ES humanas se pueden usar para el
cribado de agentes que estimulan la maduracién de las células RPE.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, el método se lleva a cabo de acuerdo con las buenas practicas
de fabricacion (BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias humanas u
otras células madre pluripotentes a partir de las cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de acuerdo con
las buenas practicas de fabricacion (BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre
embrionarias humanas a partir de las cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de uno o mas blastémeros
retirados de un embridn en etapa temprana sin destruir el embrién restante.

En otro aspecto, la invenciéon contempla que, en vez de células madre embrionarias humanas, el material inicial para
producir las células RPE, o las preparaciones de las mismas, pueden ser otros tipos de células madre pluripotentes
humanas. A modo de ejemplo, la invencidon contempla usar células madre pluripotentes inducidas (iPS) como material
inicial para diferenciar las células RPE mediante el uso de los métodos descritos en la presente memoria. Tales células
iPS se pueden obtener de un banco de células, o se pueden obtener previamente de otra manera. De manera
alternativa, las células iPS se pueden generar antes de comenzar la diferenciacion hasta células RPE.

En una realizacién, se usan células RPE o preparaciones diferenciadas a partir de células madre pluripotentes, que
incluyen células iPS, en un método terapéutico.

La presente invencion también proporciona células epiteliales pigmentadas retinianas humanas (hRPEs) funcionales
que estan diferenciadas terminalmente a partir de células madre embrionarias humanas (hESCs) u otras células madre
pluripotentes humanas. En los experimentos de trasplante en primates no humanos, estas hRPEs se pueden identificar
de otras células por medio de sus caracteristicas fisicas exclusivas, tales como por su expresion exclusiva de mARN
y proteinas. Ademas, cuando se implantan en un modelo animal validado de degeneracion retiniana, las hRPEs
pueden tratar la degeneracion retiniana en el animal enfermo. Por lo tanto, las hRPEs de la invencion son utiles para
tratar a pacientes afectados por diversos trastornos degenerativos retinianos. La presente invencion proporciona, por
lo tanto, una fuente renovable de hRPEs que se pueden producir y fabricar en condiciones similares a BPL y que
cumplen las BPF para el tratamiento de enfermedades y trastornos degenerativos visuales.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una célula epitelial pigmentada retiniana humana derivada
de una célula madre embrionaria humana, cuya célula esta pigmentada y expresa al menos un gen que no se expresa
en una célula que no es una célula epitelial pigmentada retiniana humana. En ciertas realizaciones, la célula epitelial
pigmentada retiniana humana se aisla de al menos una proteina, molécula, u otra impureza que se halla en su medio
natural.

En otra realizacion, la invencién proporciona un cultivo celular que comprende células RPE humanas derivadas de
células madre embrionarias humanas o de otras células madre pluripotentes, que estan pigmentadas y expresan al
menos un gen que no se expresa en una célula distinta de RPE humano. Cuando se usa de esta manera, pigmentado
se refiere a cualquier nivel de pigmentacion, por ejemplo, la pigmentacion que se da inicialmente cuando las células
RPE se diferencian a partir de células ES. La pigmentacion puede variar con la densidad celular y la madurez de las
células RPE diferenciadas. Sin embargo, cuando las células se denominan pigmentadas, se entiende que el término
se refiere a todos y cada uno de los niveles de pigmentacion.

En ciertas realizaciones, el cultivo celular comprende una poblaciéon sustancialmente purificada de células RPE
humanas. Una poblacién sustancialmente purificada de células hRPE es una en la que las células hRPE constituyen
al menos alrededor de un 75% de las células de la poblacién. En otras realizaciones, una poblacion sustancialmente
purificada de células hRPE es una en la que las células hRPE constituyen al menos alrededor de un 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 97,5%, 98%, 99%, o incluso mas del 99% de las células de la poblacién. En
ciertas realizaciones, la pigmentacion de las células hRPE del cultivo celular es homogénea. En otras realizaciones,
la pigmentacion de las células hRPE del cultivo celular es heterogénea, y el cultivo de células RPE comprende tanto
células RPE diferenciadas como células RPE maduras. Un cultivo celular de la invencién puede comprender al menos
alrededor de 10", 102, 5x102, 103, 5x103, 104, 10°, 10%, 107, 108, o al menos alrededor de 10° células hRPE.

La presente invencion proporciona células epiteliales pigmentadas retinianas humanas con grados variables de
pigmentacion. En ciertas realizaciones, la pigmentacion de una célula epitelial pigmentada retiniana humana es igual
que la de una célula epitelial pigmentada humana media tras la diferenciacion terminal de la célula hRPE. En ciertas
realizaciones, la pigmentacion de una célula epitelial pigmentada retiniana humana es mayor que la de una célula
epitelial pigmentada retiniana humana media tras la diferenciacion terminal de la célula hRPE. En algunas otras
realizaciones, la pigmentacion de una célula epitelial pigmentada retiniana humana es menor que la de una célula
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epitelial pigmentada retiniana humana media tras la diferenciacion terminal.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona células RPE humanas diferenciadas a partir de células ES
o de otras células madre pluripotentes y que expresan (a nivel de mARN y/o de proteinas) uno o mas (1, 2, 3,4, 5, 0
6) de lo siguiente: RPE-65, Bestrofina, PEDF, CRALBP, Otx2, y Mit-F. En ciertas realizaciones, la expresion génica
se mide mediante la expresion de mARN. En ofras realizaciones, la expresion génica se mide mediante la expresion
de proteinas. En ciertas realizaciones, las células RPE no expresan sustancialmente genes especificos de ES, tales
como Oct-4, fosfatasa alcalina, nanog, y/o Rex-1. En otras realizaciones, las células RPE expresan una o mas (1, 2,
0 3) de pax-2, pax-6, y/o tirosinasa. En ciertas realizaciones, la expresion de pax-2, pax-6, y/o tirosinasa distingue las
células EPR diferenciadas de las células EPR diferenciadas maduras. En otras realizaciones, las células RPE
expresan uno o mas de los marcadores presentados en la Tabla 2, y la expresion del marcador o marcadores esta
estimulada en las células RPE respecto de la expresion (si existe) en las células ES humanas. En otras realizaciones,
las células RPE expresan uno o mas de los marcadores presentados en la Tabla 3, y la expresion del marcador o
marcadores esta inhibida en las células RPE respecto de la expresion (si existe) en las células ES humanas.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una preparacion farmacéutica que comprende células RPE humanas
derivadas de células madre embrionarias humanas o de otras células madre pluripotentes. Las preparaciones
farmacéuticas pueden comprender al menos alrededor de 10", 102, 5x102, 103, 5x103, 104, 105, 10%, 107, 108 o
alrededor de 10° células hRPE.

En otras realizaciones, la invencién proporciona una preparacion crioconservada de las células RPE descritas en la
presente memoria. La preparacion crioconservada se puede congelar para el almacenamiento durante dias o afios.
Las células se pueden almacenar mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica, p.ej., congeladas
criogénicamente, y se pueden congelar a cualquier temperatura adecuada para el almacenamiento de las células. Por
ejemplo, las células se pueden congelar a aproximadamente -20 °C, -80 °C, -120 °C, o a cualquier otra temperatura
adecuada para el almacenamiento de células. Las células congeladas criogénicamente se almacenan en recipientes
adecuados y se preparan para el almacenamiento para reducir el riesgo de dafio celular, y para maximizar la
probabilidad de que las células sobrevivan a la descongelacion. En otras realizaciones, las células RPE se pueden
mantener a temperatura ambiente, o se pueden refrigerar, por ejemplo, a aproximadamente 4 °C. Las preparaciones
crioconservadas de las composiciones descritas en la presente memoria pueden comprender al menos alrededor de
107, 102, 5x102, 103, 5x103, 104, 10°, 10°, 107, 108 o alrededor de 10° células hRPE. En ciertas realizaciones, las células
hRPE de la invencion se recuperan del almacenamiento tras la crioconservacion. En ciertas realizaciones, mas del
65%, 70%, 75%, o mas del 80% de las células RPE conservan la viabilidad tras la crioconservacion. En otras
realizaciones, mas del 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o mas del 99% de las células RPE
conservan la viabilidad tras la crioconservacion.

En otro aspecto, la invencién proporciona preparaciones sustancialmente purificadas de células RPE humanas que
tienen cualquier combinacion de las caracteristicas estructurales, moleculares, y funcionales descritas en la presente
memoria. Tales preparaciones se pueden formular como preparaciones farmacéuticas para la administracion, y/o se
pueden formular para la crioconservacion.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de las células RPE humanas descritas en la presente memoria en la
fabricacion de un medicamento para tratar una afecciéon en un paciente que lo necesita. En otra realizacion, la
invencion proporciona el uso de un cultivo celular que comprende las células RPE humanas descritas en la presente
memoria en la fabricacién de un medicamento para tratar una afeccién en un paciente que lo necesita. En otra
realizacion, la invencién proporciona el uso de una preparacion farmacéutica que comprende las células RPE humanas
descritas en la presente memoria en la fabricacion de un medicamento para tratar una afecciéon en un paciente que lo
necesita. Las afecciones que se pueden tratar incluyen, sin limitacion, enfermedades degenerativas de la retina, tales
como distrofia macular de Stargardt, retinosis pigmentaria, degeneracion macular, glaucoma, y retinopatia diabética.
En ciertas realizaciones, la invencion proporciona métodos para el tratamiento o la prevencién de una afeccion
caracterizada por degeneracion retiniana, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz
de una preparacion que comprende células RPE, cuyas células RPE derivan de células madre embrionarias de
mamifero. Las afecciones caracterizadas por degeneracion retiniana incluyen, por ejemplo, distrofia macular de
Stargardt, degeneracion macular relacionada con la edad, retinopatia diabética, y retinosis pigmentaria.

En otras realizaciones, la invencién proporciona una disolucién de células RPE humanas derivadas de una célula
madre embrionaria humana, o de otra célula madre pluripotente, cuyas células RPE tienen cualquier combinacién de
las caracteristicas descritas en la presente memoria. Tal disolucion puede comprender al menos alrededor de 10°,
102, 5x102, 108, 5x103, 104, 10°, 108, 107, 108 o alrededor de 10° células hRPE, como se describe en la presente
memoria. Tales disoluciones son adecuadas para la inyeccion a un sujeto. Tales disoluciones son adecuadas para la
crioconservacién como se describe en la presente memoria. Esta invencién también proporciona el uso de estas
disoluciones para la fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad que se podria tratar mediante la
administracion de células RPE, tal como, por ejemplo, enfermedades degenerativas retinianas del ojo.

En otro aspecto, las células RPE de la invencion se obtienen de células madre embrionarias humanas, o de otras
células madre pluripotentes, previamente obtenidas en condiciones BPF. En una realizacion, las células ES humanas
se obtienen de uno o mas blastdmeros de un embrién en etapa de escisidon temprana, opcionalmente sin destruir el
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embrion. En otra realizacion, las células ES humanas son de una biblioteca de células madre embrionarias humanas.
En ciertas realizaciones, dicha biblioteca de células madre embrionarias humanas comprende células madre, cada
una de las cuales es hemicigota, homocigota, o nulicigota para al menos un alelo del MHC presente en una poblacion
humana, en la que cada miembro de dicha biblioteca de células madre es hemicigota, homocigota, o nulicigota para
un grupo diferente de alelos del MHC respecto de los miembros restantes de la biblioteca. En las realizaciones
adicionales, la biblioteca de células madre embrionarias humanas comprende células madre que son hemicigotas,
homocigotas, o nulicigotas para todos los alelos del MHC presentes en una poblacion humana. En algunas otras
realizaciones, la invencidon proporciona una biblioteca de células RPE, cada una de las cuales es hemicigota,
homocigota, o nulicigota para al menos un alelo del MHC presente en una poblacion humana, en la que cada miembro
de dicha biblioteca de células RPE es hemicigoto, homocigoto, o nulicigoto para un grupo diferente de alelos del MHC
respecto de los miembros restantes de la biblioteca. En realizaciones adicionales, la invenciéon proporciona una
biblioteca de células RPE humanas que son hemicigotas, homocigotas, o nulicigotas para todos los alelos del MHC
presentes en una poblacion humana.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, dicho cultivo sustancialmente purificado de células RPE (con o
sin células RPE maduras) se congela para el almacenamiento. Las células se pueden almacenar mediante cualquier
método adecuado conocido en la técnica, p.ej., congeladas criogénicamente, y se pueden congelar a cualquier
temperatura adecuada para el almacenamiento de las células. Por ejemplo, las células se pueden congelar a
aproximadamente -20 °C, -80 °C, -120 °C, o a cualquier otra temperatura adecuada para el almacenamiento de células.
Las células congeladas criogénicamente se almacenan en recipientes adecuados y se preparan para el
almacenamiento para reducir el riesgo de dafio celular, y para maximizar la probabilidad de que las células sobrevivan
a la descongelaciéon. En ofras realizaciones, las células RPE se pueden mantener a temperatura ambiente, o se
pueden refrigerar, por ejemplo, a aproximadamente 4 °C.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células RPE humanas se producen de acuerdo con las buenas
practicas de fabricacion (BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias
humanas a partir de las cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de acuerdo con las buenas practicas de
fabricacion (BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias humanas a
partir de las cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de uno o mas blastémeros retirados de un embrion
en etapa temprana sin destruir el embrién restante. Como tal, la presente invencién proporciona preparaciones que
cumplen las BPF de células RPE, que incluyen preparaciones sustancialmente purificadas de células RPE. Tales
preparaciones estan sustancialmente exentas de contaminacion o infeccion viral, bacteriana, y/o fungica.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las composiciones o preparaciones de células RPE comprenden
al menos 1x10° células RPE, al menos 5x10° células RPE, al menos 1x10° células RPE, al menos 5x108 células RPE,
al menos 1x107 células RPE, al menos 2x107 células RPE, al menos 3x107 células RPE, al menos 4x107 células RPE,
al menos 5x107 células RPE, al menos 6x107 células RPE, al menos 7x107 células RPE, al menos 8x107 células RPE,
al menos 9x107 células RPE, al menos 1x108 células RPE, al menos 2x108 células RPE, al menos 5x108 células RPE,
al menos 7x108 células RPE, o al menos 1x10° células RPE. En ciertas realizaciones, el nUmero de células RPE en la
preparacion incluye las células RPE diferenciadas, independientemente del nivel de madurez e independientemente
de los porcentajes relativos de células RPE diferenciadas y células RPE diferenciadas maduras. En otras
realizaciones, el nimero de células RPE en la preparacion se refiere al nimero de células RPE diferenciadas o de
células RPE maduras.

En ciertas realizaciones, el método comprende ademas formular las células RPE diferenciadas y/o las células RPE
maduras diferenciadas para producir una preparacion de células RPE adecuadas para el trasplante.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un método para el tratamiento o la prevencién de una afeccién caracterizada
por degeneracion retiniana, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una
preparacion que comprende células RPE, cuyas células RPE derivan de células madre pluripotentes humanas. En
ciertas realizaciones, las células RPE se obtienen mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la
presente memoria. Las afecciones caracterizadas por degeneracion retiniana incluyen, por ejemplo, distrofia macular
de Stargardt, degeneracion macular relacionada con la edad (seca o humeda), retinopatia diabética, y retinosis
pigmentaria.

En ciertas realizaciones, la preparacion se crioconservo previamente y se descongel6 antes del trasplante.

En ciertas realizaciones, el método de tratamiento comprende ademas la administracién de ciclosporina o uno o mas
inmunosupresores diferentes. Cuando se usan inmunosupresores, se pueden administrar de manera sistémica o local,
y se pueden administrar antes, a la vez, o tras la administracion de las células RPE. En ciertas realizaciones, la terapia
inmunosupresora continda durante semanas, meses, afos, o indefinidamente tras la administracion de las células RPE.

En ciertas realizaciones, el método de tratamiento comprende la administracion de una Unica dosis de células RPE.
En otras realizaciones, el método de tratamiento comprende un curso de terapia en el que las células RPE se
administran multiples veces a lo largo de cierto periodo. Los cursos de tratamiento ejemplares pueden comprender
tratamientos semanales, bisemanales, mensuales, trimestrales, semestrales, o anuales. De manera alternativa, el
tratamiento puede desarrollarse en fases, por lo que se requieren mlltiples dosis inicialmente (p.ej., dosis diarias
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durante la primera semana), y posteriormente son necesarias menos dosis y con menos frecuencia. Se contemplan
numerosos regimenes de tratamiento.

En ciertas realizaciones, las células RPE administradas comprenden una poblacion mixta de células RPE
diferenciadas y células RPE maduras. En otras realizaciones, las células RPE administradas comprenden una
poblacion sustancialmente purificada de células RPE diferenciadas o de células RPE maduras. Por ejemplo, las células
RPE administradas pueden contener menos del 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 menos
del 1% del ofro tipo de células RPE.

En ciertas realizaciones, las células RPE se formulan en un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, la preparacion que comprende las células RPE se trasplanta en una suspensiéon, matriz o
sustrato. En ciertas realizaciones, la preparacion se administra mediante inyeccion en el espacio subretiniano del ojo.
En ciertas realizaciones, la preparaciéon se administra de manera transcorneal. En ciertas realizaciones, se administran
alrededor de 10* a alrededor de 10° células al sujeto. En ciertas realizaciones, el método comprende ademas la etapa
de monitorizar la eficacia del tratamiento o de la prevencién midiendo las respuestas del electrorretinograma, el umbral
de agudeza optomotora, o el umbral de luminancia en el sujeto. El método también puede comprender monitorizar la
eficacia del tratamiento o de la prevenciéon monitorizando la inmunogenicidad de las células o la migracion de las
células en el ojo.

En ciertos aspectos, la invencién proporciona una preparacion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de una
afeccion caracterizada por degeneracion retiniana, que comprende una cantidad eficaz de células RPE, cuyas células
RPE derivan de células madre embrionarias humanas. La preparacion farmacéutica se puede formular en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable segun la via de administracion. Por ejemplo, la preparacion se puede formular para la
administracion en el espacio subretiniano o la cornea del ojo. La composicion puede comprender al menos 104, 105,
5x10°, 6x105, 7x10°, 8x10°, 9x10°, 108, 2x108, 3x10°, 4x108, 5x10°, 6x10°, 7x108, 8x10°, 9x108, 0 107 células RPE. En
ciertas realizaciones, la composicion puede comprender al menos 2x107, 5x107, 6x107, 7x107, 8x107, 9x107, 1x108
células RPE. En ciertas realizaciones, las células RPE pueden incluir células RPE maduras, y por tanto el nimero de
células incluye el total de las células RPE diferenciadas y de las células RPE diferenciadas maduras.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de cribado para identificar agentes que modulan la supervivencia
de las células RPE. Por ejemplo, las células RPE diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas se
pueden usar para el cribado de agentes que estimulan la supervivencia de las células RPE. Los agentes identificados
se pueden usar, solos 0 en combinacion con las células RPE, como parte de un régimen de tratamiento. De manera
alternativa, los agentes identificados se pueden usar como parte de un método de cultivo para mejorar la supervivencia
de las células RPE diferenciadas in vitro.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de cribado para identificar agentes que modulan la madurez de
las células RPE. Por ejemplo, las células RPE diferenciadas a partir de células ES humanas se pueden usar para el
cribado de agentes que estimulan la maduracién de las células RPE.

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, el método se lleva a cabo de acuerdo con las buenas practicas
de fabricacion (BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias humanas a
partir de las cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de acuerdo con las buenas practicas de fabricacion
(BPF). En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células madre embrionarias humanas a partir de las
cuales se diferencian las células RPE se obtuvieron de uno o mas blastémeros retirados de un embrién en etapa
temprana sin destruir el embrién restante.

En otro aspecto, la invencién contempla que, en vez de células madre embrionarias humanas, el material inicial para
producir las células RPE, o las preparaciones de las mismas, pueden ser otros tipos de células madre pluripotentes
humanas. A modo de ejemplo, la invencién contempla que las células madre pluripotentes inducidas (iPS), que tienen
la caracteristica de hES, se pueden usar de forma similar como material inicial para diferenciar las células RPE
mediante el uso de los métodos descritos en la presente memoria. Tales células iPS se pueden obtener de un banco
de células, o se pueden obtener previamente de otra manera. De manera alternativa, las células iPS se pueden generar
antes de comenzar la diferenciacion hasta células RPE.

En una realizacién, se usan células RPE o preparaciones diferenciadas a partir de células madre pluripotentes, que
incluyen células iPS, en un método terapéutico.

La invencion contempla cualquier combinacion de los aspectos y realizaciones descritos anteriormente o
posteriormente. Por ejemplo, las preparaciones de células RPE que comprenden cualquier combinacion de células
RPE diferenciadas y células RPE maduras se pueden usar en el tratamiento de cualquiera de las enfermedades y
afecciones descritas en la presente memoria. De forma similar, los métodos descritos en la presente memoria para
producir células RPE mediante el uso de células madre embrionarias humanas como material inicial se pueden llevar
a cabo de forma similar mediante el uso de cualquier célula madre pluripotente humana como material inicial.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un modelo esquematico que muestra la ontogenia del desarrollo de células RPE humanas derivadas
de células madre embrionarias humanas.

La Figura 2 es un grafico que muestra una comparacion de la expresion génica de células hES y células RPE derivadas
de células madre embrionarias humanas mediante PCR con transcripcion inversa, cuantitativa y en tiempo real
(qPCR).

La Figura 3 es un grafico que muestra una comparacion de la expresion génica de células ARPE-19 (una linea de
células RPE previamente obtenida) y células RPE derivadas de células madre embrionarias humanas mediante PCR
con transcripcion inversa, cuantitativa y en tiempo real (QPCR).

La Figura 4 es un grafico que muestra una comparacion de la expresion génica de células RPE fetales y células RPE
derivadas de células madre embrionarias humanas mediante PCR con transcripcion inversa, cuantitativa y en tiempo
real (QPCR).

La Figura 5 es un grafico que muestra una comparacion de la expresion génica de células RPE maduras y células
hES mediante PCR con transcripcion inversa, cuantitativa y en tiempo real (QPCR).

La Figura 6 es una fotomicrografia que muestra un analisis de transferencia de Western de marcadores especificos
de hES y especificos de RPE. Las células RPE derivadas de células madre embrionarias (carril 1) derivadas de células
hES (carril 2) no expresaron las proteinas especificas de hES Oct-4, Nanog, y Rex-1. Sin embargo, las células RPE
derivadas de células madre embrionarias expresan proteinas especificas de RPE, incluidas RPE65, CRALBP, PEDF,
Bestrofina, PAX6, y Otx2. Se uso6 actina como control de carga de proteinas.

La Figura 7 es un grafico que muestra una representacion del analisis de los componentes principales de expresiones
génicas con micromatrices. EI Componente 1, que representa un 69% de la variabilidad, representa el tipo celular,
mientras el Componente 2 representa la linea celular (es decir, la variabilidad genética). Una dispersion casi lineal de
los perfiles de expresion génica caracteriza la ontogenia del desarrollo de las hRPE derivadas de las células hES.

Descripcion detallada de la invencién

Para que la invencion descrita en el presente documento se pueda comprender completamente, se expone la siguiente
descripcion detallada. Se describen con detalle diversas realizaciones de la invencion, y se pueden ilustrar
adicionalmente mediante los ejemplos proporcionados.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que los que entiende normalmente alguien de experiencia habitual en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
memoria en la invencion o en el ensayo de la presente invencion, los métodos y materiales adecuados se describen
a continuacion. Los materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos, y no pretenden ser limitantes.

Para definir adicionalmente la invencién, se proporcionan los siguientes términos y definiciones en la presente
memoria.

Tal como se usa en la descripcidn en la presente memoria y a lo largo de las reivindicaciones siguientes, el significado
de "un", "uno/una”, y "el/la" incluyen la referencia plural, a menos que el contexto lo dicte claramente de otra manera.
Ademas, tal como se usa en la descripcion en la presente memoria, el significado de "en" incluye "en" y "sobre", a

menos que el contexto lo dicte claramente de otra manera.

A lo largo de esta memoria descriptiva, se entendera que la palabra "comprender”, o las variaciones tales como
"comprende” o "que comprende"”, implican la inclusiéon de un nimero entero o grupos de numeros enteros indicados,
pero no la exclusién de ningun otro nimero entero o grupo de numeros enteros.

"Embrién" o "embrionario” significa una masa de células en desarrollo que no se ha implantado en la membrana uterina
de un hospedador materno. Una "célula embrionaria" es una célula aislada de o contenida en un embrién. Esto también
incluye los blastomeros, obtenidos en forma de blastdémeros tempranos como en la etapa de dos células, y los
blastémeros agregados.

La expresion "células madre embrionarias" se refiere a las células derivadas de un embrién. De manera mas
especifica, se refiere a células no humanas aisladas de la masa celular interna de los blastocistos o de las mérulas, y
que se han sometido a pases en serie en forma de lineas celulares. La expresion también incluye células aisladas de
uno o mas blastémeros de un embrion, preferiblemente y en el caso de un embridon humano sin destruir el resto del
embrion. La expresion también incluye células madre embrionarias no humanas producidas mediante transferencia
nuclear de células somaticas, incluso cuando se usan células no embrionarias en el proceso.

La expresion "células madre embrionarias humanas" (células hES) se usa en la presente memoria como se usa en la
técnica. Las células madre embrionarias humanas se pueden identificar basandose en (i) la capacidad de diferenciarse
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en células de las tres capas germinales, (ii) la expresion de al menos Oct-4 y fosfatasa alcalina, vy (iii) la capacidad de
producir teratomas cuando se trasplantan en animales inmunodeprimidos.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "células madre pluripotentes" incluye las células madre
embrionarias y las células madre pluripotentes inducidas. Las células madre pluripotentes se definen funcionalmente
como células madre que: (a) son capaces de inducir teratomas cuando se trasplantan en ratones inmunodeficientes
(SCID); (b) son capaces de diferenciarse en los tipos de células de las tres capas germinales (p.ej., pueden
diferenciarse en tipos de células ectodérmicas, mesodérmicas y endodérmicas); y (c) expresan uno o mas marcadores
de células madre embrionarias (p.ej., expresan Oct 4, fosfatasa alcalina, antigeno superficial SSEA-3, antigeno
superficial SSEA-4, nanog, TRA-1-60, TRA-1-81, SOX2, REX1, etc.). Las células madre pluripotentes ejemplares
incluyen las células madre pluripotentes inducidas (células iPS) generadas reprogramando una célula somatica
expresando o induciendo la expresion de una combinacion de factores (denominados en la presente memoria factores
de reprogramacion). Las células iPS se pueden generar mediante el uso de células somaticas fetales, posnatales,
neonatales, juveniles o adultas. En ciertas realizaciones, los factores que se pueden usar para reprogramar las células
somaticas hasta células madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, una combinacién de Oct4 (a veces denominado
Oct 3/4), Sox2, c-Myc, y KIf4. En otras realizaciones, los factores que se pueden usar para reprogramar las células
somaticas hasta células madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, una combinacion de Oct 4, Sox2, Nanog, y Lin28.
En otras realizaciones, las células somaticas se reprograman expresando al menos 2 factores de reprogramacion, al
menos tres factores de reprogramacion, o cuatro factores de reprogramacion. En otras realizaciones, se identifican los
factores de reprogramacion adicionales y se usan solos o en combinacion con uno o mas factores de reprogramacion
conocidos para reprogramar una célula somatica hasta una célula madre pluripotente.

Las expresiones "célula RPE" y "célula RPE diferenciada" y "célula RPE derivada de ES" y "célula RPE humana" se
usan de manera intercambiable a lo largo de la presente memoria para referirse a una célula RPE diferenciada a partir
de una célula madre embrionaria humana mediante el uso de un método de la invencién. La expresién se usa de
manera genérica para referirse a las células RPE diferenciadas, independientemente del nivel de madurez de las
células, y asi puede abarcar las células RPE de diversos niveles de madurez. Las células RPE diferenciadas se pueden
reconocer visualmente por su morfologia de tipo empedrado y el aspecto inicial del pigmento. Las células RPE
diferenciadas también se pueden identificar molecularmente basandose en la carencia sustancial de expresion de
marcadores de células madre embrionarias tales como Oct-4 y nanog, asi como basandose en la expresion de
marcadores de RPE tales como RPE-65, PEDF, CRALBP, y bestrofina. Obsérvese que cuando se hace referencia a
otras células similares a RPE, en general se hace referencia especificamente como células adultas, fetales o APRE19.
Asi, a menos que se especifique de otra manera, las células RPE, tal como se usan en la presente memoria, se
refieren a células RPE diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas.

Las expresiones "célula RPE madura" y "célula RPE diferenciada madura" se usan de manera intercambiable a lo
largo de la presente memoria para referirse a los cambios que se dan tras la diferenciacion inicial de las células RPE.
De manera especifica, aunque las células RPE se pueden reconocer, en parte, basandose en el aspecto inicial del
pigmento, tras la diferenciacion las células RPE maduras se pueden reconocer basandose en la pigmentacion
incrementada. La pigmentacion post-diferenciacion no es indicativa de un cambio en el estado de RPE de las células
(p-€j., las células todavia son células RPE diferenciadas). Mas bien, los cambios del pigmento post-diferenciacion
corresponden a la densidad a la que las células RPE se cultivan y se mantienen. Asi, las células RPE maduras tienen
una pigmentacion incrementada que se acumula tras la diferenciacion inicial. Las células RPE maduras estan mas
pigmentadas que las células RPE, aunque las células RPE tienen cierto nivel de pigmentacion. Las células RPE
maduras se pueden subcultivar hasta una densidad inferior, de forma que la pigmentacién disminuya. En este contexto,
las células RPE maduras se pueden cultivar para producir células RPE. Tales células RPE todavia son células RPE
diferenciadas que expresan los marcadores de diferenciaciéon de RPE. Asi, en contraste con el aspecto inicial de la
pigmentacién que se da cuando las células RPE comienzan a diferenciarse, los cambios de pigmentacion post-
diferenciacion son fenomenoldgicos, y no reflejan la desdiferenciacion de las células desde un destino de RPE.
Obseérvese que los cambios de pigmentacion post-diferenciacion también se correlacionan con los cambios en la
expresion de pax-2. Obsérvese que cuando se hace referencia a otras células similares a RPE, en general se hace
referencia especificamente como células adultas, fetales o APRE19. Asi, a menos que se especifique de otra manera,
las células RPE, tal como se usan en la presente memoria, se refieren a células RPE diferenciadas a partir de células
madre embrionarias humanas.

"APRE-19" se refiere a las células de una linea celular RPE humana previamente derivada. Las células APRE-19
surgen espontaneamente, y no se obtienen a partir de embriones humanos o células madre embrionarias.

Resumen

Esta invencion proporciona preparaciones y composiciones que comprenden células epiteliales pigmentadas
retinianas (RPE) humanas derivadas de células madre embrionarias humanas o de otras células madre pluripotentes
humanas. Las células RPE estan pigmentadas, al menos en cierto grado. Las células RPE no expresan (en cualquier
nivel apreciable) los marcadores de células madre embrionarias Oct-4, nanog, o Rex-1. De manera especifica, la
expresion de estos genes de células ES es aproximadamente 100-1000 veces menor en las células RPE que en las
células ES, cuando se analiza mediante RT-PCR cuantitativa. Las células RPE expresan, tanto a nivel de mARN como
de proteinas, uno o mas de lo siguiente: RPE65, CRALBP, PEDF, Bestrofina, MitF y/o Otx2. En algunas otras
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realizaciones, las células RPE expresan, tanto a nivel de mMARN como de proteinas, uno o mas de Pax-2, Pax-6, MitF,
y tirosinasa. En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células RPE son células RPE maduras con una
pigmentacién incrementada en comparacion con las células RPE diferenciadas.

La invencion proporciona células RPE humanas, cultivos celulares que comprenden una poblacién sustancialmente
purificada de células RPE humanas, preparaciones farmacéuticas que comprenden células epiteliales pigmentadas
retinianas humanas y preparaciones crioconservadas de las células RPE humanas. En ciertas realizaciones, la
invencion proporciona el uso de las células RPE humanas en la fabricacion de un medicamento para tratar una
afeccion en un paciente que lo necesita. De manera alternativa, la invencién proporciona el uso de los cultivos celulares
en la fabricacién de un medicamento para tratar una afecciéon en un paciente que lo necesita. La invencién también
proporciona el uso de las preparaciones farmacéuticas en la fabricacion de un medicamento para tratar una afeccién
en un paciente que lo necesita. En cualquiera de lo anterior, las preparaciones que comprenden células RPE pueden
incluir células RPE diferenciadas de niveles variables de madurez, o pueden estar sustancialmente puras con respecto
a las células RPE diferenciadas de un nivel particular de madurez. En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior,
las preparaciones que comprenden células RPE se preparan de acuerdo con las buenas practicas de fabricacion (BPF)
(p-€j., las preparaciones cumplen las BPF). En ciertas realizaciones, las preparaciones que comprenden células RPE
estan sustancialmente exentas de contaminacion o infeccién bacteriana, viral, o fungica.

Las células RPE humanas (derivadas de células madre pluripotentes) se pueden identificar y caracterizar basandose
en sus propiedades estructurales. De manera especifica, y en ciertas realizaciones, estas células son Unicas en cuanto
a que se pueden identificar o caracterizar basandose en la expresion o ausencia de expresion (como se determina a
nivel de genes o a nivel de proteinas) de uno o mas marcadores. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, las células
RPE derivadas de ES diferenciadas se pueden identificar o caracterizar basandose en la expresién de uno o mas
(p-€j., las células se pueden caracterizar basandose en la expresion de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al
menos cuatro, al menos cinco, o al menos seis) de los siguientes marcadores: RPE-65, Bestrofina, PEDF, CRALBP,
Otx2, y Mit-F. Ademas o de manera alternativa, las células RPE derivadas de ES se pueden identificar o caracterizar
basandose en la expresion de PAX2, tirosinasa, y/o PAX6. Ademas o de manera alternativa, las células hRPE se
pueden identificar o caracterizar basandose en la expresion o ausencia de expresion (como se determina a nivel de
genes 0 a nivel de proteinas) de uno o mas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas de 10) marcadores analizados en
cualquiera de las Tablas 1-3.

Ademas o de manera alternativa, las células RPE derivadas de ES también se pueden identificar y caracterizar
basandose en el grado de pigmentacion de la célula. Las células hRPE diferenciadas que se dividen rapidamente
estan ligeramente pigmentadas. Sin embargo, cuando la densidad celular alcanza la capacidad maxima, o cuando las
células hRPE maduran de manera especifica, las hRPE toman su forma hexagonal fenotipica caracteristica e
incrementan el nivel de pigmentacién acumulando melanina y lipofuscina. Como tal, la acumulacion inicial de
pigmentacién sirve como indicador de la diferenciacion de RPE, y la pigmentacion incrementada asociada a la
densidad celular sirve como indicador de la madurez de RPE.

Las preparaciones que comprenden células RPE incluyen las preparaciones que son sustancialmente puras, con
respecto a los tipos de células distintas de RPE, pero que contienen una mezcla de células RPE diferenciadas y células
RPE diferenciadas maduras. Las preparaciones que comprenden células RPE también incluyen las preparaciones que
estan sustancialmente puras con respecto a los tipos de células distintas de RPE y con respecto a las células RPE
con otros niveles de madurez.

Para cualquiera de las realizaciones anteriores, la invencion contempla que las células RPE (caracterizadas como se
describio anteriormente) se pueden obtener de células madre pluripotentes humanas, por ejemplo células iPS y células
madre embrionarias. En ciertas realizaciones, las células RPE se obtienen de células madre pluripotentes humanas
mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

Diferenciaciéon de Células RPE

Las células madre (ES) embrionarias se pueden mantener indefinidamente in vitro en un estado indiferenciado, y
todavia son capaces de diferenciarse en practicamente cualquier tipo de célula, lo que proporciona un suministro
ilimitado de células rejuvenecidas e histocompatibles para la terapia de trasplantes. El problema del rechazo
inmunitario se puede superar con la tecnologia de transferencia nuclear y partenogenética. Asi, las células madre
embrionarias humanas (hES) son utiles para los estudios sobre la diferenciacion de células humanas, y se pueden
considerar como una fuente potencial para las terapias de trasplante. Hasta la fecha, se ha informado de la
diferenciacion de células ES humanas y de ratén en numerosos tipos de células (revisado por Smith, 2001) que
incluyen los cardiomiocitos [Kehat et al. 2001, Mummery et al., 2003 Carpenter et al., 2002], neuronas y precursores
neuronales (Reubinoff et al. 2000, Carpenter et al. 2001, Schuldiner et al., 2001), adipocitos (Bost et al., 2002, Aubert
et al., 1999), células similares a hepatocitos (Rambhatla et al., 2003), células hematopoyéticas (Chadwick et al., 2003),
ovocitos (Hubner et al., 2003), células similares a timocitos (Lin RY et al., 2003), células de los islotes pancreaticos
(Kahan, 2003), y osteoblastos (Zur Nieden et al., 2003).

La presente invencién proporciona la diferenciacion de células ES humanas hasta una célula especializada en el linaje
neuronal, el epitelio pigmentario retiniano (RPE). EI RPE es una monocapa epitelial densamente pigmentada entre el
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coroides vy la retina neural. Sirve como parte de una barrera entre el torrente sanguineo y la retina. Sus funciones
incluyen la fagocitosis de los segmentos externos de los conos y bastones desprendidos, la absorcion de la luz
dispersa, el metabolismo de la vitamina A, la regeneracion de retinoides, y la reparacion tisular (Grierson et al., 1994,
Fishery Reh, 2001, Marmorstein et al., 1998). EI RPE se puede reconocer por su morfologia celular de tipo empedrado
de células pigmentadas negras. Ademas, hay varios marcadores conocidos de RPE, que incluyen la proteina de unién
a retinaldehido celular (CRALBP), una proteina citoplasmatica que también se halla en las microvellosidades apicales
(Bunt-Milam y Saari, 1983); RPE65, una proteina citoplasmatica implicada en el metabolismo de retinoides (Ma et al.,
2001, Redmond et al., 1998); bestrofina, el producto del gen de la distrofia macular viteliforme Best (VMD2,
Marmorstein et al., 2000), y el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF), una proteina secretada de 48 kD con
propiedades angiostaticas (Karakousis et al., 2001, Jablonski et al., 2000).

RPE desempefia un papel importante en el mantenimiento de los fotorreceptores, y diversas disfunciones del RPE in
vivo estan asociadas con varias dolencias con alteracion de la vision, tales como desprendimiento de RPE, displasia,
atrofia, retinopatia, retinosis pigmentaria, distrofia o degeneracién macular, que incluye degeneracion macular
relacionada con la edad, que pueden dar como resultado el dafio de los fotorreceptores y ceguera. Debido a sus
capacidades de cicatrizacién de heridas, el RPE se ha estudiado exhaustivamente en la aplicacién a la terapia de
trasplantes. Se ha demostrado en varios modelos animales y en seres humanos (Gouras et al., 2002, Stanga et al.,
2002, Binder et al., 2002, Schraermeyer et al., 2001, revisado por Lund et al., 2001) que el trasplante de RPE tiene
una buena capacidad de restablecimiento de la visién. Recientemente, se propuso otro nicho prospectivo para el
trasplante de RPE e incluso alcanzé la fase de ensayos clinicos: debido a que estas células secretan dopamina, se
podrian usar para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Subramanian, 2001). Sin embargo, incluso en un ojo
inmuno-privilegiado, existe un problema de rechazo del injerto, lo que dificulta el progreso de esta aproximacion si se
usa un trasplante alogénico. El otro problema es la dependencia del tejido fetal, ya que el RPE adulto tiene una
capacidad proliferativa muy baja. La presente invencion disminuye la probabilidad de que se dé el rechazo del injerto,
y elimina la dependencia del uso de tejido fetal.

Como fuente de tejidos inmunocompatibles, las células hES son prometedoras para la terapia de trasplantes, ya que
el problema del rechazo inmunitario se puede superar con la tecnologia de transferencia nuclear. El uso de los nuevos
derivados de diferenciacion de células ES humanas, que incluyen las células similares al epitelio pigmentario retiniano
y las células precursoras neuronales, y el uso del sistema de diferenciacién para producir las mismas ofrece un
suministro potencial atractivo de RPE y de células precursoras neuronales para trasplante.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencién es proporcionar un método mejorado para generar células RPE
derivadas de células madre embrionarias humanas, que se pueden purificar y/o aislar. Tales células son utiles para la
terapia de enfermedades con degeneracion retiniana, tales como, por ejemplo, retinosis pigmentaria, degeneracion
macular y otros trastornos oculares. Los tipos de células que se pueden producir mediante el uso de esta invencion
incluyen, pero sin limitacion, células RPE y células progenitoras de RPE. Las células que también se pueden producir
incluyen las células epiteliales pigmentadas del iris (IPE) y otras células neuronales asociadas con la vision, tales como
neuronas internunciales (p.ej. neuronas "relé" de la capa nuclear interna (INL) y células amacrinas. Ademas, se pueden
producir células retinianas, bastones, conos y células corneales. En otra realizacion de la presente invencion, también
se pueden producir las células que proporcionan la vasculatura del ojo.

Las células madre embrionarias humanas son el material inicial de este método. Las células madre embrionarias se
pueden cultivar de cualquier manera conocida en la técnica, tal como en presencia o ausencia de células de soporte.

En la primera etapa de este método para producir células RPE, las células madre embrionarias humanas se cultivan
en forma de cuerpos embrioides. Las células madre embrionarias se pueden sedimentar, resuspender en un medio
de cultivo, y colocar en placas de cultivo (p.ej., placas de cultivo de baja adhesion). Las células se pueden cultivar en
cualquier medio que sea suficiente para el crecimiento de las células a una densidad elevada, tal como, un medio
disponible comercialmente para el cultivo de particulas virales, células bacterianas, de insecto, o animales. En ciertas
realizaciones, se usa un medio rico en nutrientes, bajo en proteinas (p.ej., medio MDBK-GM, que contiene alrededor
de 150 mg/mL (0,015%) de proteina animal). Cuando se usa un medio bajo en proteinas, el medio contiene, por
ejemplo, una cantidad menor o igual a alrededor del 5%, 4%, 3%, 2,5%, 2%, 1,5%, 1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0,2%,
0,1%, 0,05%, 0,02%, 0,016%, 0,015%, o incluso menor o igual al 0,010% de proteina animal. Obsérvese que la
referencia al porcentaje de proteina presente en el medio bajo en proteina se refiere al medio solo, y no tiene en cuenta
la proteina presente, por ejemplo, en el suplemento B-27. Asi, se entiende que cuando las células se cultivan en un
medio bajo en proteina y con el suplemento B-27, el porcentaje de proteina presente en el medio puede ser mayor.

En ciertas realizaciones, se usa un medio rico en nutrientes, sin proteinas (p.ej., medio MDBK-MM). Otros ejemplos
de medios de cultivo incluyen, por ejemplo, OptiPro SFM, VP-SFM, y EGM-2. Tales medios pueden incluir
componentes nutritivos tales como insulina, transferrina, selenito sodico, glutamina, albumina, etanolamina, fetuina,
peptona, material de lipoproteinas purificadas, vitamina A, vitamina C, y vitamina E.

En ciertas realizaciones, los cultivos celulares en un medio bajo en proteinas o sin proteinas se suplementan con un
suplemento B-27 sin suero (Brewer et al., Journal of Neuroscience Research 35:567-576 (1993)). Los componentes
nutritivos del suplemento B27 pueden incluir biotina, L-carnitina, corticosterona, etanolamina, D+-galactosa, glutation
reducido, acido linoleico, acido linolénico, progesterona, putrescina, acetato de retinilo, selenio, triyodo-1-tironina (T3),
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DL-alfa-tocoferol (vitamina E), acetato de DL-alfa-tocoferol, albumina de suero bovino, catalasa, insulina, superéxido
dismutasa, y transferrina. Cuando las células se cultivan en un medio sin proteinas suplementado con B-27, sin
proteinas se refiere al medio antes de la adicién de B-27.

El medio también puede contener suplementos tales como heparina, hidrocortisona, acido ascorbico, suero (tal como,
por ejemplo, suero bovino fetal), 0 una matriz de crecimiento (tal como, por ejemplo, matriz extracelular de epitelio
cérneo bovino, matrigel (BD biosciences), o gelatina).

En este método de la presente invencion, las células RPE se diferencian a partir de los cuerpos embrioides. El
aislamiento de las células RPE a partir de los EBs permite la expansion de las células RPE en un cultivo enriquecido
in vitro. Para las células humanas, las células RPE se pueden obtener a partir de EBs cultivados durante menos de
90 dias. En ciertas realizaciones de la presente invencion, las células RPE surgen de EBs humanos cultivados durante
7-14 dias. En otras realizaciones, las células RPE surgen de EBs humanos cultivados durante 14-28 dias. En otra
realizacion, las células RPE se identifican y se pueden aislar a partir de EBs humanos cultivados durante 28-45 dias.
En otra realizacion, las células RPE surgen de EBs humanos cultivados durante 45-90 dias. El medio usado para
cultivar las células madre embrionarias, los cuerpos embrioides, y las células RPE se puede eliminar y/o sustituir con
medios iguales o diferentes en cualquier intervalo. Por ejemplo, el medio se puede eliminar y/o sustituir tras 0-7 dias,
7-10 dias, 10-14 dias, 14-28 dias, 0 28-90 dias. En ciertas realizaciones, el medio se sustituye al menos diariamente,
cada dos dias, o al menos cada tres dias.

En ciertas realizaciones, las células RPE que se diferencian a partir de los EBs se lavan y se disocian (p.ej., mediante
Tripsina/EDTA, colagenasa B, colagenasa IV, o dispasa). En ciertas realizaciones, se usa una disolucion no enzimatica
para disociar las células, tal como una disolucién que contiene un nivel elevado de EDTA tal como, por ejemplo,
tampodn de disociacion celular basado en disolucion de Hanks.

Las células EPR se seleccionan de las células disociadas y se cultivan por separado para producir un cultivo
sustancialmente purificado de células EPR. Las células RPE se seleccionan basandose en las caracteristicas
asociadas con las células RPE. Por ejemplo, las células RPE se pueden reconocer por la morfologia celular de tipo
empedrado y la pigmentacion. Ademas, hay varios marcadores conocidos de RPE, que incluyen la proteina de unién
a retinaldehido celular (CRALBP), una proteina citoplasmatica que también se halla en las microvellosidades apicales
(Bunt-Milam y Saari, 1983); RPE65, una proteina citoplasmatica implicada en el metabolismo de retinoides (Ma et al.,
2001, Redmond et al., 1998); bestrofina, el producto del gen de la distrofia macular viteliforme Best (VMD2,
Marmorstein et al., 2000), y el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF), una proteina secretada de 48 kD con
propiedades angiostaticas (Karakousis et al., 2001, Jablonski et al., 2000). De manera alternativa, las células RPE se
pueden seleccionar basandose en la funcion celular, tal como mediante la fagocitosis de los segmentos externos de
los conos y bastones desprendidos, la absorcion de la luz dispersa, el metabolismo de la vitamina A, la regeneracion
de retinoides, y la reparacion tisular (Grierson et al., 1994, Fisher y Reh, 2001, Marmorstein et al., 1998). La evaluacion
también se puede llevar a cabo mediante el uso de ensayos conductuales, angiografia fluorescente, histologia,
conductividad de uniones estrechas, o evaluacién mediante el uso de microscopia electrénica. Otra realizacion de la
presente invencion es un método de identificacion de células RPE comparando los transcritos de ARN mensajero de
tales células con las células obtenidas in vivo. En ciertas realizaciones, se toma una alicuota de células en diversos
intervalos durante la diferenciacion de las células madre embrionarias hasta células RPE, y se ensaya la expresion de
cualquiera de los marcadores descritos anteriormente. Estas caracteristicas distinguen a las células RPE
diferenciadas.

Los medios de cultivo de células RPE se pueden suplementar con uno o mas factores de crecimiento o agentes. Los
factores de crecimiento que se pueden usar incluyen, por ejemplo, EGF, FGF, VEGF, y factor de crecimiento similar a
insulina recombinante. Otros factores de crecimiento que se pueden usar en la presente invencion incluyen 6Cquina
(recombinante), activina A, AlfaA-interferdn, alfa-interferdn, anfirregulina, angiogenina, factor de crecimiento de células
endoteliales B, beta celulina, B-interferdn, factor neurotréfico derivado de cerebro, C10 (recombinante), cardiotrofina-
1, factor neurotréfico ciliar, quimioatrayente de neutréfilos inducido por citocinas 1, suplemento de crecimiento de
células endoteliales, eotaxina, factor de crecimiento epidérmico, péptido activante de neutréfilos epiteliales 78,
eritropoyetina, receptor de estrégeno alfa, receptor de estrégeno B, factor de crecimiento de fibroblastos (acido/basico,
estabilizado con heparina, recombinante), ligando FLT-3/FLK-2 (ligando FLT-3), gamma-interferén, factor neurotréfico
derivado de la glia, Gly-His-Lys, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de colonias de
granulocitos-macroéfagos, GRO-alfa/MGSA, GRO-B, GRO-gamma, HCC-1, factor de crecimiento similar al factor de
crecimiento epidérmico con unién a heparina, factor de crecimiento de hepatocitos, herregulina alfa (dominio EGF),
proteina de unién al factor de crecimiento de insulina 1, complejo de proteina de unién al factor de crecimiento similar
a insulina 1/IGF-1, factor de crecimiento similar a insulina, factor de crecimiento similar a insulina Il, factor de
crecimiento nervioso 2.5S (NGF), 7S-NGF, proteina inflamatoria de macrofagos 1B, proteina inflamatoria de
macrofagos 2, proteina inflamatoria de macréfagos 3 alfa, proteina inflamatoria de macréfagos 3B, proteina
quimiotactica de monocitos 1, proteina quimiotactica de monocitos 2, proteina quimiotactica de monocitos 3,
neurotrofina 3, neurotrofina 4, NGF-B (recombinante humano o de rata), oncostatina M (recombinante humana o de
ratén), extracto de hipdfisis, factor de crecimiento de placenta, factor de crecimiento de células endoteliales derivado
de plaquetas, factor de crecimiento derivado de plaquetas, pleiotrofina, rantes, factor de células madre, factor derivado
de células estromales 1B/factor estimulante del crecimiento de células pre-B, trombopoyetina, factor de crecimiento
transformante alfa, factor de crecimiento transformante B1, factor de crecimiento transformante B2, factor de
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crecimiento transformante B3, factor de crecimiento transformante B5, factor de necrosis tumoral (alfa y B), y factor de
crecimiento endotelial vascular. Los agentes que se pueden usar segun la presente invencion incluyen citocinas tales
como interferon-alfa A, interferén-alfa A/D, interferén-beta, interferén-gamma, proteina inducible por interferén-gamma
10, interleucina 1, interleucina 2, interleucina 3, interleucina 4, interleucina 5, interleucina 6, interleucina 7, interleucina
8, interleucina 9, interleucina 10, interleucina 11, interleucina 12, interleucina 13, interleucina 15, interleucina 17, factor
de crecimiento de queratinocitos, leptina, factor inhibitorio de leucemia, factor estimulante de colonias de macréfagos,
y proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa.

Los agentes segun la invencion también incluyen hormonas y antagonistas de hormonas, tales como 17B-estradiol,
hormona adrenocorticotrépica, adrenomedulina, hormona estimulante de melanocitos alfa, gonadotropina coriénica,
globulina de unién a corticosteroides, corticosterona, dexametasona, estriol, hormona estimulante del foliculo, gastrina
1, glucagon, gonadotropina, hidrocortisona, insulina, proteina de unién al factor de crecimiento similar a insulina, L-
3,3',5-triyodotironina, L-3,3',5-triyodotironina, leptina, hormona luteinizante, L-tiroxina, melatonina, MZ-4, oxitocina,
hormona paratiroidea, PEC-60, hormona de crecimiento hipofisario, progesterona, prolactina, secretina, globulina de
union a hormonas sexuales, hormona estimulante del tiroides, factor de liberacién de tirotropina, globulina de unién a
tiroxina, y vasopresina.

Ademas, los agentes segun la invencion incluyen componentes de la matriz extracelular tales como fibronectina,
fragmentos proteoliticos de fibronectina, laminina, trombospondina, agrecano, y sindecano.

Los agentes segun la invencion también incluyen anticuerpos hacia diversos factores, tales como anticuerpo anti-
receptor de lipoproteinas de baja densidad, anti-receptor de progesterona, anticuerpo interno, anticuerpo anti-cadena
del receptor de interferén alfa 2, anticuerpo anti-receptor de quimiocina c-c 1, anticuerpo anti-CD 118, anticuerpo anti-
CD 119, anticuerpo anti-factor estimulante de colonias 1, anticuerpo anti-receptor CSF-1/c-fins, anticuerpo anti-factor
de crecimiento epidérmico (AB-3), anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento epidérmico, anti-receptor de factor
de crecimiento epidérmico, anticuerpo fosfo-especifico, anticuerpo anti-factor de crecimiento epidérmico (AB-1),
anticuerpo anti-receptor de eritropoyetina, anticuerpo anti-receptor de estrégeno, anti-receptor de estrégeno,
anticuerpo C-terminal, anticuerpo anti-receptor de estrégeno B, anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento de
fibroblastos, anti-factor de crecimiento de fibroblastos, anticuerpo basico, anticuerpo anti-cadena de receptor de
interferon gamma, anticuerpo anti-interferon gamma recombinante humano, anticuerpo anti-GFR alfa-1 C-terminal,
anticuerpo anti-GFR alfa-2 C-terminal, anticuerpo anti-factor estimulante de colonias de granulocitos (AB-1), anticuerpo
anti-receptor de factor estimulante de colonias de granulocitos, anticuerpo anti-receptor de insulina, anticuerpo anti-
receptor de factor de crecimiento similar a insulina 1, anticuerpo anti-interleucina 6 recombinante humana, anticuerpo
anti-interleucina 1 recombinante humana, anticuerpo anti-interleucina 2 recombinante humana, anticuerpo anti-leptina
recombinante de ratén, anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento nervioso, anti-p60, anticuerpo de pollo,
anticuerpo anti-proteina similar a hormona paratiroidea, anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento derivado de
plaguetas, anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento derivado de plaguetas B, anticuerpo anti-factor de
crecimiento derivado de plaquetas alfa, anticuerpo anti-receptor de progesterona, anticuerpo anti-receptor de acido
retinoico alfa, anticuerpo anti-receptor nuclear de hormona tiroidea, anticuerpo anti-receptor nuclear de hormona
tiroidea alfa 1/Bi, anticuerpo anti-receptor de transferrina/CD71, anticuerpo anti-factor de crecimiento transformante
alfa, anticuerpo anti-factor de crecimiento transformante B3, anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral alfa, y
anticuerpo anti-factor de crecimiento endotelial vascular.

Los factores de crecimiento, agentes, y otros suplementos descritos en la presente memoria se pueden usar solos o
en combinacion con otros factores, agentes, o suplementos. Los factores, agentes, y suplementos se pueden afhadir
a los medios inmediatamente o en cualquier momento tras el cultivo celular.

En ciertas realizaciones, las células RPE se cultivan adicionalmente para producir un cultivo de células RPE maduras.
El medio usado para cultivar las células RPE puede ser cualquier medio adecuado para el crecimiento de un cultivo
celular de alta densidad, tal como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, las células descritas en la presente
memoria se pueden cultivar en VP-SFM, EGM-2, y MDBK-MM.

Mas adelante se proporciona una descripcion mas detallada de ciertas combinaciones operativas de las caracteristicas
de la invencién descritas anteriormente .

En ciertas realizaciones, se proporciona un cultivo previamente derivado de células madre embrionarias humanas. Las
células ES humanas se cultivan en forma de un cultivo en suspension para producir cuerpos embrioides (EBs). Los
cuerpos embrioides se cultivan en suspension durante aproximadamente 7-14 dias. Sin embargo, en ciertas
realizaciones, los EBs se pueden cultivar en suspension durante menos de 7 dias (menos de 7, 6, 5, 4, 3, 2, 0 menos
de 1 dia) o mas de 14 dias. Los EBs se pueden cultivar en un medio opcionalmente suplementado con un suplemento
B-27.

Después de cultivar los EBs en un cultivo en suspension, los EBs se pueden transferir para producir un cultivo
adherente. Por ejemplo, los EBs se pueden colocar en un medio en placas revestidas de gelatina. Cuando se cultivan
en forma de un cultivo adherente, los EBs se pueden cultivar en el mismo tipo de medios que cuando se cultivan en
suspension. En ciertas realizaciones, los medios no se suplementan con el suplemento B-27 cuando las células se
cultivan en forma de cultivo adherente. En otras realizaciones, el medio se suplementa con B-27 inicialmente (p.gj.,
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durante un periodo menor o igual a alrededor de 7 dias), pero posteriormente se cultiva sin B-27 durante el resto del
periodo en forma de un cultivo adherente. Los EBs se pueden cultivar en forma de un cultivo adherente durante
aproximadamente 14-28 dias. Sin embargo, en ciertas realizaciones, los EBs se pueden cultivar durante menos de 14
dias (menos de 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, o menos de 1 dia) o mas de 28 dias.

Las células RPE comienzan a diferenciarse de las células del cultivo adherente de EBs. Las células RPE se pueden
reconocer visualmente basandose en su morfologia de tipo empedrado y el aspecto inicial de la pigmentacion. A
medida que las células RPE contintan diferenciandose, se pueden observar agrupamientos de células RPE.

Para enriquecerlos en células RPE y para establecer cultivos sustancialmente purificados de células RPE, las células
RPE se disocian entre si y de las células distintas de RPE mediante el uso de métodos mecanicos y/o quimicos.
Después se puede transferir una suspension de células RPE a un medio nuevo y un recipiente de cultivo nuevo para
proporcionar una poblacién enriquecida de células RPE.

Los cultivos enriquecidos de células RPE se pueden cultivar en un medio adecuado, por ejemplo, medio EGM-2. Esto,
o un medio funcionalmente equivalente o similar, se puede suplementar con uno o mas factores de crecimiento o
agentes (p.ej., bFGF, heparina, hidrocortisona, factor de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento similar
a insulina recombinante, acido ascorbico, factor de crecimiento epidérmico humano).

Para las realizaciones en las que las células RPE se maduran, las células RPE se pueden cultivar adicionalmente, por
ejemplo, en medio MDBK-MM hasta que se obtiene el nivel deseado de maduracién. Esto se puede determinar
monitorizando el incremento del nivel de pigmentacién durante la maduracion. Como alternativa al medio MDBK-MM,
se puede usar un medio funcionalmente equivalente o similar,. Independientemente del medio particular usado para
madurar las células RPE, el medio se puede suplementar opcionalmente con uno o mas factores de crecimiento o
agentes.

El cultivo de células RPE, y por tanto las preparaciones de células RPE preparadas a partir de estos cultivos, pueden
ser células RPE sustancialmente puras que contienen menos del 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%,
3%, 2%, o menos del 1% de células distintas de RPE. En ciertas realizaciones, los cultivos sustancialmente purificados
(con respecto a las células distintas de RPE) contienen células RPE de niveles variables de madurez. En otras
realizaciones, los cultivos estan sustancialmente puros tanto con respecto a las células distintas de RPE como con
respecto a las células RPE de un nivel variable de madurez.

Para cualquiera de las realizaciones anteriores, la invencion contempla que las células RPE (caracterizadas como se
describi6 anteriormente) se pueden obtener de células madre pluripotentes humanas, por ejemplo células iPS y células
madre embrionarias. En ciertas realizaciones, las células RPE se obtienen de células madre pluripotentes humanas
mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

Preparaciones de Células RPE Derivadas de Células Madre Pluripotentes Diferenciadas

La presente invencion proporciona preparaciones de células RPE derivadas de células madre pluripotentes humanas.
En ciertas realizaciones, la preparacion es una preparacion de células RPE derivadas de células madre embrionarias
humanas. En ciertas realizaciones, la preparacién es una preparacion de células RPE derivadas de células iPS. En
ciertas realizaciones, las preparaciones son preparaciones sustancialmente purificadas (con respecto a las células
distintas de RPE) que comprenden células RPE derivadas de ES diferenciadas. Sustancialmente purificadas, con
respecto a las células distintas de RPE, significa que la preparacion comprende al menos un 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o incluso mas del 99% de células RPE. En otras palabras, la
preparacion sustancialmente purificada de células RPE contiene menos del 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%,
5%, 4%, 3%, 2%, o menos del 1% de tipos de células distintas de RPE. En ciertas realizaciones, las células RPE en
tal preparacion sustancialmente purificada contienen células RPE de niveles variables de madurez/pigmentacion. En
otras realizaciones, las células RPE estan sustancialmente puras, tanto con respecto a las células distintas de RPE
como con respecto a las células RPE de otros niveles de madurez. En ciertas realizaciones, las preparaciones estan
sustancialmente purificadas, con respecto a las células distintas de RPE, y enriquecidas en células RPE maduras.
Enriquecidas en células RPE maduras significa que al menos un 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o incluso mas del 99% de las células RPE son
células RPE maduras. En otras realizaciones, las preparaciones estan sustancialmente purificadas, con respecto a las
células distintas de RPE, y enriquecidas en células RPE diferenciadas en vez de células RPE maduras. Enriquecidas
significa que al menos un 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o incluso mas del 99% de las células RPE son células RPE diferenciadas en vez de
células RPE maduras. En ciertas realizaciones, las células RPE maduras se distinguen de las células RPE por uno o
mas de: el nivel de pigmentacion, el nivel de expresion de Pax-2, Pax-6, y/o tirosinasa. En ciertas realizaciones, las
preparaciones incluyen al menos 1x103 células RPE, 5x103 células RPE, 1x10* células RPE, 5x10* células RPE, 1x10°
células RPE, 2x105 células RPE, 3x10° células RPE, 4x10° células RPE, 5x10° células RPE, 6x10° células RPE, 7x10°
células RPE, 8x105 células RPE, 9x10° células RPE, 1x108 células RPE, 5x108 células RPE, 6x108 células RPE, 7x108
células RPE, 8x108 células RPE, 9x108 células RPE, 1x107 células RPE, 5x107 células RPE, 1x108 células RPE, 1x10°
células RPE, o incluso méas de 1x10° células RPE.
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En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas de ES no expresan marcadores de células ES. Por ejemplo, la
expresion de los genes de células ES Oct-4, nanog, y/o Rex-1 es aproximadamente 100-1000 veces inferior en las
células RPE que en las células ES, tal como se determina mediante RT-PCR cuantitativa. Asi, en comparacién con
las células ES, las células RPE son sustancialmente negativas para la expresion génica de Oct-4, nanog, y/o Rex-1.

En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas de ES expresan, a nivel de mARN y de proteinas, uno o mas de
lo siguiente: RPEG5, bestrofina, PEDF, CRALBP, Otx2, y MitF. En ciertas realizaciones, las células RPE expresan dos
0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, o seis de estos marcadores. En ciertas realizaciones, las células RPE
expresan adicionalmente o alternativamente, a nivel de mARN y de proteinas, uno o mas (1, 2, o 3) de lo siguiente:
pax-2, pax6, y tirosinasa. En otras realizaciones, el nivel de madurez de las células RPE se determina mediante la
expresion de uno o mas (1, 2, o 3) de pax-2, pax6, y tirosinasa.

En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas de ES expresan, a nivel de mARN y/o de proteinas, uno o mas (1,
2,3,4,5,6,7, 8 09) de los genes especificos de RPE enumerados en la Tabla 1 (pax-6, pax-2, RPE65, PEDF,
CRALBP, bestrofina, mitF, Otx-2, y tirosinasa, asi como uno o mas (1, 2, 3, o 4) de los genes de la neurorretina
enumerados en la Tabla 1 (CHX10, NCAM, nestina, beta-tubulina). Sin embargo, las células RPE no expresan
sustancialmente los genes especificos de células ES Oct-4, nanog, y/o Rex-1 (p.€j., la expresion de los genes
especificos de células ES es 100-1000 veces menor en las células RPE, tal como se determina mediante RT-PCR
cuantitativa).

En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas de ES expresan, a nivel de mARN y/o de proteinas, uno o mas (1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, o mas de 48) de los genes enumerados en la Tabla 2, y la expresion
de uno o mas genes esta incrementada en las células RPE respecto del nivel de expresion (si existe) en las células
ES humanas. De manera alternativa o adicional, las células RPE derivadas de ES expresan, a nivel de mARN y/o de
proteinas, unoomas (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o mas de 25) de
los genes enumerados en la Tabla 3, pero la expresion de uno o mas genes esta disminuida (lo que incluye disminuida
a niveles practicamente indetectables) en las células RPE respecto del nivel de expresion en las células ES humanas.

En ciertas realizaciones, la preparacion sustancialmente purificada de células RPE comprende células RPE de niveles
variables de madurez (p.gj., células RPE diferenciadas y células RPE diferenciadas maduras). En tales casos, puede
haber variabilidad en la preparacion con respecto a la expresion de los marcadores indicativos de la pigmentacion.
Por ejemplo, aunque tales células RPE pueden tener sustancialmente la misma expresion de RPE65, PEDF, CRALBP,
y bestrofina. Las células RPE pueden variar, dependiendo del nivel de madurez, con respecto a la expresion de uno o
mas de pax-2, pax-6, mitF, y/o tirosinasa.

En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas de ES son células RPE diferenciadas de manera terminal estables
que no se des-diferencian hasta un tipo de célula distinta de RPE. En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas
de ES son células RPE funcionales.

En ciertas realizaciones, las células RPE derivadas de ES se caracterizan por la capacidad de integrarse en la retina
tras el trasplante o administraciéon cérnea, sub-retiniana, o de otro tipo en un animal.

Las preparaciones se producen de acuerdo con los estandares de BPF. Como tales, en ciertas realizaciones, las
preparaciones son preparaciones que cumplen las BPF. En ofras realizaciones, las preparaciones estan
sustancialmente exentas de infecciéon y contaminacion viral, bacteriana, y/o fungica.

En ciertas realizaciones, las preparaciones se crioconservan para el almacenamiento y uso futuro. Asi, la invencion
proporciona preparaciones crioconservadas que comprenden células EPR sustancialmente purificadas. Las
preparaciones crioconservadas se formulan en excipientes adecuados para mantener la viabilidad celular durante y
después de la crioconservacion. En ciertas realizaciones, la preparacion crioconservada comprende al menos 1x103
células RPE, 5x108 células RPE, 1x10* células RPE, 5x10* células RPE, 1x10° células RPE, 2x10° células RPE, 3x10°
células RPE, 4x105 células RPE, 5x10° células RPE, 6x10° células RPE, 7x10° células RPE, 8x10° células RPE, 9x10°
células RPE, 1x108 células RPE, 5x108 células RPE, 6x108 células RPE, 7x108 células RPE, 8x108 células RPE, 9x108
células RPE, 1x107 células RPE, 5x107 células RPE, 1x108 células RPE, 1x10° células RPE, o incluso mas de 1x10°
células RPE. Las preparaciones crioconservadas pueden tener los mismos niveles de pureza con respecto a las
células distintas de RPE y/o con respecto a las células RPE de niveles variables de madurez, como se detalld
anteriormente. En ciertas realizaciones, al menos un 65% de las células RPE de una preparacion crioconservada de
células RPE conservan la viabilidad tras la descongelacion. En otras realizaciones, al menos un 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 81%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas del 99% de las células RPE de una preparacion
crioconservada de células RPE conservan la viabilidad tras la descongelacion.

Las células RPE proporcionadas en la presente memoria son células humanas. Obsérvese, sin embargo, que las
células humanas se pueden usar en pacientes humanos, asi como en modelos animales o pacientes animales. Por
ejemplo, las células humanas se pueden ensayar en modelos de rata, perro, o de primate no humano de degeneracion
retiniana. Ademas, las células humanas se pueden usar terapéuticamente para tratar a animales que lo necesitan, tal
como en un ambito de medicina veterinaria.
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Las preparaciones se pueden formular como preparaciones farmacéuticas preparadas en un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Las preparaciones preferidas se formulan especificamente para la administracion en el
0jo (p.€j., sub-retiniana, coérnea, ocular, etc.)

En ciertas realizaciones de cualquiera de lo anterior, las células RPE se obtienen de células madre pluripotentes
humanas, tales como células madre embrionarias humanas o células iPS humanas. La invencién contempla que se
puede obtener cualquiera de las preparaciones descritas en la presente memoria a partir de una célula madre
pluripotente humana adecuada.

Se contemplan las preparaciones que incluyen una o mas de cualquiera de las caracteristicas anteriores.

La invencion contempla que cualquiera de las preparaciones anteriores de células RPE, que incluyen las
preparaciones sustancialmente purificadas y las preparaciones que tienen un ndmero minimo particular de células
RPE, se pueden usar en el tratamiento de cualquiera de las indicaciones descritas en la presente memoria. Ademas,
las células RPE diferenciadas mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria se
pueden usar en el tratamiento de cualquiera de las indicaciones descritas en la presente memoria.

Terapias basadas en células RPE

Las células RPE y las preparaciones farmacéuticas que comprenden las células RPE producidas mediante los
métodos descritos en la presente memoria y/o que tienen las caracteristicas de las preparaciones de células RPE
descritas en la presente memoria se pueden usar para tratamientos basados en células en los que las células RPE
son necesarias 0 mejorarian el tratamiento. La siguiente seccion describe los métodos de uso de las células RPE
proporcionadas por la presente invencion para tratar diversas afecciones que se pueden beneficiar de las terapias
basadas en células RPE. El régimen de tratamiento particular, la via de administracion, y cualquier terapia adyuvante
se adaptaran basandose en la afeccion particular, la gravedad de la afeccion, y la salud general del paciente. Ademas,
en ciertas realizaciones, la administracion de células RPE puede ser eficaz para restablecer completamente cualquier
pérdida de visiéon u otros sintomas. En otras realizaciones, la administracion de células RPE puede ser eficaz para
reducir la gravedad de los sintomas y/o para prevenir la degeneracion adicional en la afeccion del paciente. La
invencién contempla que se puede usar la administracion de una preparacién que comprende células RPE para tratar
(lo que incluye reducir la gravedad de los sintomas, completamente o en parte) cualquiera de las afecciones anteriores
o siguientes. Ademas, la administracion de células RPE se puede usar para ayudar a tratar los sintomas de cualquier
lesién en la capa enddgena de RPE.

La invencion contempla que las células RPE, lo que incluye las preparaciones que comprenden células RPE, obtenidas
mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, se pueden usar en el tratamiento de
cualquiera de las indicaciones descritas en la presente memoria. Ademas, la invenciéon contempla que cualquiera de
las preparaciones que comprenden las células RPE descritas en la presente memoria se puede usar en el tratamiento
de cualquiera de las indicaciones descritas en la presente memoria.

La retinosis pigmentaria es una afeccion hereditaria en la que los receptores de la vision se destruyen gradualmente
debido a una programacién genética anormal. Ciertas formas causan una ceguera total a edades relativamente
jovenes, mientras otras formas muestran cambios retinianos con "espiculas 6seas" caracteristicos con poca
destruccion de la vision. Esta enfermedad afecta a unos 1,5 millones de personas en todo el mundo. Se han hallado
dos defectos génicos que provocan la retinosis pigmentaria autosémica recesiva en genes expresados exclusivamente
en el RPE. Uno se debe a una proteina del RPE implicada en el metabolismo de la vitamina A (proteina de unién a cis
retinaldehido). El segundo implica otra proteina exclusiva del RPE, RPEB5. Esta invencion proporciona métodos y
composiciones para tratar estas dos formas de retinosis pigmentaria mediante la administracion de células RPE.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona métodos y composiciones para el tratamiento de trastornos
asociados con la degeneracion retiniana, que incluye la degeneracion macular.

Un aspecto adicional de la presente invencion es el uso de células RPE para la terapia de enfermedades oculares,
que incluyen las enfermedades oculares hereditarias y adquiridas. Los ejemplos de enfermedades oculares adquiridas
o hereditarias son la degeneracion macular relacionada con la edad, glaucoma y retinopatia diabética.

La degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) es la causa mas habitual de ceguera legal en los paises
occidentales. La atrofia del epitelio pigmentario retiniano submacular y el desarrollo de neovascularizaciones coroideas
(CNV) dan como resultado de manera secundaria la pérdida de la agudeza visual central. Para la mayoria de pacientes
con CNV subfoveal y atrofia geografica no existe en la actualidad un tratamiento para prevenir la pérdida de la agudeza
visual central. Los signos tempranos de AMD son depdsitos (drusas) entre el epitelio pigmentario retiniano y la
membrana de Bruch. Durante la enfermedad se dan brotes de vasos coroideos en el espacio subretiniano de la macula.
Esto conduce a la pérdida de la vision central y de la capacidad de leer.

El glaucoma es el nombre dado a un grupo de enfermedades en las que la presion en el ojo se incrementa
anormalmente. Esto conduce a limitaciones del campo visual y a la disminucion general de la capacidad de ver. La
forma mas habitual es el glaucoma primario; se distinguen dos formas del mismo: glaucoma de angulo obtuso crénico
y de angulo agudo cerrado. El glaucoma secundario puede estar provocado por infecciones, tumores o lesiones. Un
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tercer tipo, el glaucoma hereditario, deriva normalmente de alteraciones del desarrollo durante el embarazo. El humor
acuoso del globo ocular esta bajo una cierta presidon que es necesaria para las propiedades 6pticas del ojo. Esta
presion intraocular es normalmente de 15 a 20 milimetros de mercurio, y se controla mediante el equilibrio entre la
produccion acuosa vy el flujo de salida acuoso. En el glaucoma, el flujo de salida del humor acuoso en el angulo de la
camara anterior esta bloqueado, de forma que se eleva la presion dentro del ojo. El glaucoma se desarrolla
normalmente en la madurez o a edades avanzadas, pero no son infrecuentes las formas y enfermedades hereditarias
en nifios y adolescentes. Aunque la presion intraocular esta solamente ligeramente elevada, y por otra parte no hay
sintomas evidentes, se da un dafio gradual, especialmente la limitacion del campo visual. El angulo agudo cerrado,
en contraste, provoca dolor, enrojecimiento, dilatacion de las pupilas y alteraciones graves de la visién. La cornea se
vuelve turbia, y la presion intraocular se incrementa enormemente. A medida que la enfermedad progresa, el campo
visual se estrecha cada vez mas, lo que se puede detectar facilmente mediante el uso de un campimetro, un
instrumento oftalmolégico. El glaucoma cronico generalmente responde bien a los medicamentos administrados
localmente que incrementan el flujo de salida acuoso. A veces se proporcionan sustancias activas sistémicas para
reducir la producciéon acuosa. Sin embargo, el tratamiento medicinal no siempre es eficaz. Si la terapia medicinal
fracasa, se usa la terapia laser u operaciones convencionales para crear un flujo de salida nuevo para el humor acuoso.
El glaucoma agudo es una urgencia médica. Si la presion intraocular no se reduce en 24 horas, se produce un dafo
permanente.

La retinopatia diabética surge en casos de diabetes mellitus. Puede conducir al engrosamiento de la membrana basal
de las células endoteliales vasculares como resultado de la glicosilacién de las proteinas. Es la causa de la esclerosis
vascular temprana y la formacion de aneurismas capilares. Estos cambios vasculares conducen a lo largo de los afios
a la retinopatia diabética. Los cambios vasculares provocan la hipoperfusion de las regiones capilares. Esto conduce
a depositos de lipidos (exudados duros) y a vasoproliferacion. La evolucion clinica es variable en los pacientes con
diabetes mellitus. En la diabetes relacionada con la edad (diabetes tipo II), primero aparecen aneurismas capilares.
Después, debido a la perfusion capilar alterada, aparecen exudados duros y blandos y petequias en el parénquima
retiniano. En las etapas tardias de la retinopatia diabética, los depdsitos grasos se disponen en forma de corona
alrededor de la macula (retinitis circinada). Estos cambios con frecuencia van acompafiados de edema en el polo
posterior del ojo. Si el edema involucra a la macula se produce un deterioro agudo grave de la vision. El problema
principal en la diabetes tipo | es la proliferacion vascular en la region del fondo del ojo. La terapia habitual es la
coagulacion laser de las regiones afectadas del fondo del ojo. La coagulacion laser se lleva a cabo inicialmente de
manera focal en las areas afectadas de la retina. Si los exudados persisten, se amplia el area de coagulacion laser.
El centro de la retina con el sitio de visién mas nitida, es decir, la macula y el haz papilomacular, no se puede coagular
debido a que el procedimiento daria como resultado la destruccién de las partes de la retina que son mas importantes
para la vision. Si la proliferacién ya se ha producido, a menudo es necesario que los focos se presionen muy
densamente debido a la proliferaciéon. Esto conlleva la destrucciéon de areas de la retina. El resultado es una pérdida
correspondiente de campo visual. En la diabetes tipo |, la coagulacion laser a tiempo a menudo es la Unica posibilidad
de salvar de la ceguera a los pacientes.

En ciertas realizaciones, se pueden usar las células RPE de la invencién para tratar trastornos del sistema nervioso
central. Las células RPE se pueden trasplantar en el SNC. Hasta la fecha, se han empleado varios tipos de células
diferentes en los experimentos con animales o en pacientes con enfermedad de Parkinson en estudios clinicos. Los
ejemplos son las células fetales obtenidas de cerebros de fetos humanos. Las células fetales del mesencéfalo ventral
o las neuronas dopaminérgicas ya se han trasplantado en estudios clinicos en mas de 300 pacientes con enfermedad
de Parkinson (para una revision, véase Alexi T, Borlongan CV, Faull RL, Williams CE, Clark RG, Gluckman PD, Hughes
PE (2000) (Neuroprotective strategies for basal ganglia degeneration: Parkinson's and Huntington's diseases. Prog
Neurobiol 60: 409 470). Se han usado varios tipos de células diferentes, que incluyen células no neuronales, p.ej.
células de la corteza suprarrenal, células de Sertoli de las génadas o células glémicas de los cuerpos carotideos,
fibroblastos o astrocitos, en pacientes con enfermedad de Parkinson o en modelos animales con el objetivo de sustituir
la dopamina espontaneamente o tras transferencia génica (Alexi et al. 2000, anteriormente mencionado). La tasa de
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas fetales trasplantadas es del 58%, lo cual fue suficiente para provocar
una ligera mejora en los signos y sintomas (Alexi et al. 2000, anteriormente mencionado).

En afios recientes, se han aislado células madre neuronales de cerebros de vertebrados adultos, se han expandido in
vitro y se han reimplantado en el SNC, tras lo cual se diferenciaron hasta neuronas puras. Sin embargo, su funcion en
el SNC sigue sin conocerse. También se han usado células precursoras neuronales para la transferencia génica
(Raymon HK, Thode S, Zhou J, Friedman GC, Pardinas JR, Barrere C, Johnson RM, Sah DW (1999) Immortalized
human dorsal root ganglion cells differentiate into neurons with nociceptive properties. J Neurosci 19: 5420 5428). Las
células de Schwann que sobreexpresaron NGF y GDNF tuvieron efectos neuroprotectores en los modelos de
Parkinsonismo (Wilby MJ, Sinclair SR, Muir EM, Zietlow R, Adcock KH, Horellou P, Rogers JH, Dunnett SB, Fawcett
JW (1999) A glial cell line-derived neurotrophic factor-secreting clone of the Schwann cell line SCTM41 enhances
survival and fiber outgrowth from embryonic nigral neurons grafted to the striatum and to the lesioned substantia nigra.
J Neurosci 19: 2301 2312).

Otro aspecto de la presente invencion es, por lo tanto, el uso de células epiteliales pigmentarias para la terapia de

enfermedades neurolégicas, en particular una enfermedad del sistema nervioso, preferiblemente del SNC,
especialmente la enfermedad de Parkinson.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2764473 T3

Un ejemplo de una enfermedad comun del SNC es la enfermedad de Parkinson, que es una enfermedad degenerativa
cronica del cerebro. La enfermedad esta provocada por la degeneracion de las células neuronales especializadas de
la region de los ganglios basales. La muerte de las neuronas dopaminérgicas da como resultado una sintesis reducida
de dopamina, un neurotransmisor importante, en los pacientes con enfermedad de Parkinson. La terapia habitual es
la terapia médica con L-dopa. La L-dopa se metaboliza en los ganglios basales hasta dopamina, y asume la funcion
del neurotransmisor endégeno que falta. Sin embargo, la terapia con L-dopa pierde su actividad después de algunos
afos.

Los modelos animales de retinosis pigmentaria que se pueden tratar o usar para ensayar la eficacia de las células
RPE producidas mediante el uso de los métodos descritos en la presente memoria incluyen roedores (raton rd, raton
con inactivacion de RPE-65, ratdon con el gen similar a Tubby, rata RCS), gatos (gato abisinio), y perros (perro con
degeneracion de conos "cd", perro con degeneracion progresiva de bastones-conos "prcd", perro con degeneracion
retiniana temprana "erd", perros con displasia de bastones-conos 1, 2 y 3 "rcd1, rcd2 y rcd3", perro con displasia de
fotorreceptores "pd", y Briard "RPE-65" (perro)).

Otra realizacion de la presente invencién es un método para la obtencion de lineas de RPE o precursores de células
RPE que tienen una capacidad incrementada de prevenir la neovascularizaciéon. Tales células se pueden producir
mediante el envejecimiento de una célula somatica de un paciente de forma que la telomerasa se acorta cuando ha
pasado al menos un 10% de la vida util replicativa normal de la célula, y después el uso de dicha célula somatica como
célula donante de transferencia nuclear para crear células que sobreexpresan inhibidores de la angiogénesis tales
como factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF/EPC-1). De manera alternativa, tales células se pueden modificar
genéticamente con genes exdgenos que inhiben la neovascularizacion.

La invencién contempla que se pueden usar preparaciones de células RPE diferenciadas a partir de células madre
pluripotentes humanas (p.€j., células madre embrionarias humanas, células iPS, u otras células madre pluripotentes)
para tratar cualquiera de las enfermedades o afecciones anteriores, asi como lesiones de la capa endégena de RPE.
Estas enfermedades se pueden tratar con preparaciones de células RPE que comprenden una mezcla de células RPE
diferenciadas de niveles variables de madurez, asi como con preparaciones de células RPE diferenciadas que estan
enriquecidas en células RPE diferenciadas maduras o células RPE diferenciadas.

Modos de administracion

Las células RPE de la invencion se pueden administrar de manera tépica, sistémica, o local, tal como mediante
inyeccion (p.ej., inyeccion intravitrea), o como parte de un dispositivo o implante (p.ej., un implante de liberacion
sostenida). Por ejemplo, las células de la presente invencion se pueden trasplantar en el espacio subretiniano mediante
el uso de la cirugia de vitrectomia.

Dependiendo del método de administracion, las células RPE se pueden afiadir a disoluciones acuosas tamponadas y
equilibradas con electrolitos, disoluciones acuosas tamponadas y equilibradas con electrolitos con un polimero
lubricante, aceite mineral o pomada basada en petrolato, otros aceites, liposomas, ciclodextrinas, polimeros de
liberacion sostenida o geles. Estas preparaciones se pueden administrar de manera tépica en el ojo 1 a 6 veces
durante un periodo que puede ser hasta la totalidad de la vida del paciente.

En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de un paciente que padece una afeccion asociada a degeneracion
retiniana comprenden administrar una composicion de la invencion localmente (p.gj., mediante inyeccioén intraocular o
insercion de un dispositivo de liberacion sostenida que libera una composicion de la invencion), mediante medios
topicos o mediante administracion sistémica (p.ej., mediante vias de administracion que permiten la absorcion
sistémica in vivo o la acumulacién de farmacos en el torrente sanguineo, seguido de distribucion por todo el cuerpo,
que incluye, sin limitacion, mediante via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, inhalacién, oral, intrapulmonar e
intramuscular). La administraciéon intraocular de las composiciones de la invenciéon incluye, por ejemplo, la
administracion en el cuerpo vitreo, transcérnea, subconjuntiva, yuxtaescleral, escleral posterior, y en porciones sub-
Tenon del ojo. Véanse, por ejemplo, patentes de EE.UU. n°s 6.943.145; 6.943.153; y 6.945.971.

Las células RPE de la invencion se pueden administrar en una formulacién oftalmica farmacéuticamente aceptable
mediante inyeccion intraocular. Cuando se administra la formulacion mediante inyeccion intravitrea, por ejemplo, la
disolucién se deberia concentrar de forma que se puedan administrar volimenes minimizados. Las concentraciones
para las inyecciones pueden ser en cualquier cantidad que sea eficaz y atoxica, dependiendo de los factores descritos
en la presente memoria. En ciertas realizaciones, las células RPE para el tratamiento de un paciente se formulan a
dosis de alrededor de 10* células/mL. En otras realizaciones, las células RPE para el tratamiento de un paciente se
formulan a dosis de alrededor de 10°, 108, 107, 108, 10°, o 10'° células/mL.

Las células RPE se pueden formular para administracién en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable, de
forma que la composicién se mantiene en contacto con la superficie ocular durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir que las células penetren en las regiones afectadas del ojo, como por ejemplo, la camara anterior, camara
posterior, cuerpo vitreo, humor acuoso, humor vitreo, cérnea, iris/ciliar, lente, coroides, retina, esclerética, espacio
supracoroideo, conjuntiva, espacio subconjuntivo, espacio epiesclerotico, espacio intracérneo, espacio epicorneo, pars
plana, regiones avasculares inducidas quirdrgicamente, o la macula. Los productos y sistemas, tales como los
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vehiculos de administracion, que comprenden los agentes de la invencion, especialmente aquellos formulados como
composiciones farmacéuticas, asi como los kits que comprenden tales vehiculos de administracion y/o sistemas,
también se prevén como parte de la presente invencion.

En ciertas realizaciones, un método terapéutico de la invencion incluye la etapa de administrar las células RPE de la
invencién en forma de un implante o dispositivo. En ciertas realizaciones, el dispositivo es un implante bioerosionable
para tratar una afeccion médica del ojo que comprende un agente activo dispersado en una matriz de polimero
biodegradable, en la que al menos alrededor del 75% de las particulas del agente activo tienen un diametro menor de
alrededor de 10 ym. El implante bioerosionable tiene un tamafio adecuado para la implantacioén en una region ocular.
La region ocular puede ser una o mas de la camara anterior, la camara posterior, la cavidad vitrea, el coroides, el
espacio supracoroidal, la conjuntiva, el espacio subconjuntivo, el espacio epiesclerético, el espacio intracérneo, el
espacio epicorneo, la esclerdtica, la pars plana, regiones avasculares inducidas quirirgicamente, la macula, y la retina.
El polimero biodegradable puede ser, por ejemplo, un copolimero de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA). En ciertas
realizaciones, la proporcion de monémeros de acido lactico respecto de acido glicélico en el polimero es de alrededor
de un porcentaje en peso 25/75, 40/60, 50/50, 60/40, 75/25, mas preferiblemente alrededor de 50/50. Ademas, el
copolimero de PLGA puede ser de alrededor de un 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 a alrededor de un 90 por ciento en peso
del implante bioerosionable. En ciertas realizaciones preferidas, el copolimero de PLGA puede ser de alrededor del
30 a alrededor del 50 por ciento en peso, preferiblemente alrededor del 40 por ciento en peso del implante
bioerosionable.

El volumen de la composicion administrada segun los métodos descritos en la presente memoria también depende de
factores tales como el modo de administracion, el nimero de células RPE, la edad y el peso del paciente, y el tipo y
la gravedad de la enfermedad a tratar. Por ejemplo, si se administra de manera oral como un liquido, el volumen de
liquido que comprende una composicion de la invencion puede ser de alrededor de 0,5 mililitros a alrededor de 2,0
mililitros, de alrededor de 2,0 mililitros a alrededor de 5,0 mililitros, de alrededor de 5,0 mililitros a alrededor de 10,0
mililitros, o de alrededor de 10,0 mililitros a alrededor de 50,0 mililitros. Si se administra mediante inyeccion, el volumen
de liquido que comprende una composiciéon de la invencion puede ser de alrededor de 5,0 microlitros a alrededor de
50 microlitros, de alrededor de 50 microlitros a alrededor de 250 microlitros, de alrededor de 250 microlitros a alrededor
de 1 mililitro, de alrededor de 1 mililitro a alrededor de 5 mililitros, de alrededor de 5 mililitros a alrededor de 25 mililitros,
de alrededor de 25 mililitros a alrededor de 100 mililitros, o de alrededor de 100 mililitros a alrededor de 1 litro.

Si se administran mediante inyeccion intraocular, las células RPE se pueden administrar una o mas veces
periddicamente a lo largo de la vida del paciente. Por ejemplo, las células EPR se pueden administrar una vez al afio,
una vez cada 6-12 meses, una vez cada 3-6 meses, una vez cada 1-3 meses, o una vez cada 1-4 semanas. De
manera alternativa, puede ser deseable una administracién mas frecuente para ciertas afecciones o trastornos. Si se
administran mediante un implante o dispositivo, las células RPE se pueden administrar una vez, o una o mas veces
periddicamente a lo largo de la vida del paciente, segun sea necesario para el paciente particular y el trastorno o la
afeccion a tratar. Se contempla de forma similar un régimen terapéutico que cambie a lo largo del tiempo. Por ejemplo,
puede ser necesario un tratamiento mas frecuente al comienzo (p.ej., tratamiento diario o semanal). A lo largo del
tiempo, a medida que mejora la afeccién del paciente, puede ser necesario un tratamiento menos frecuente o incluso
ningun tratamiento adicional.

En ciertas realizaciones, a los pacientes también se les administra una terapia inmunosupresora, antes, a la vez, o
después de la administracion de las células RPE. La terapia inmunosupresora puede ser necesaria a lo largo de la
vida del paciente, o durante un periodo de tiempo mas corto.

En ciertas realizaciones, las células RPE de la presente invencién se formulan con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Por ejemplo, las células RPE se pueden administrar solas o como un componente de una formulacion
farmacéutica. Los presentes compuestos se pueden formular para la administracion de cualquier manera adecuada
para el uso en la medicina humana. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracion parenteral pueden comprender las células RPE, en combinacién con una o mas disoluciones,
dispersiones, suspensiones o emulsiones, acuosas 0 no acuosas, isoténicas estériles farmacéuticamente aceptables,
que se pueden reconstituir en disoluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes del uso, que pueden
contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que hacen la formulacién isoténica con la sangre del
receptor deseado o agentes de suspension o espesantes. Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados
que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen agua, etanol, polioles (tales como
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y similares), y sus mezclas adecuadas, aceites vegetales, tales como aceite de
oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Se puede mantener una fluidez apropiada, por
ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamario
de particula necesario en el caso de las dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

Las composiciones de la invencion también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de microorganismos se
puede asegurar mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, fenol, acido sorbico, y similares. También puede ser deseable incluir agente isotdnicos, tales como
hidratos de carbono, cloruro sédico, y similares en las composiciones. Ademas, se puede provocar la absorcion
prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusién de uno o mas agentes que retrasan la absorcion,
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tales como, p.ej., monoestearato de aluminio y gelatina.

Cuando se administra, la composicion terapéutica para el uso en esta invencion, por supuesto, esta en una forma
fisioldgicamente aceptable y apir6gena. Ademas, la composicion se puede encapsular o inyectar de manera deseable
en una forma viscosa en el humor vitreo para la administracion en el sitio de daio retiniano o coroideo.

Modificacion de genes del MHC en las células madre embrionarias humanas para obtener células RPE de complejidad
reducida

Las células madre embrionarias humanas usadas como punto de partida para el método de produccién de células
RPE de esta invencién también pueden derivar de una biblioteca de células madre embrionarias humanas, cada una
de las cuales es hemicigota u homocigota para al menos un alelo del MHC presente en una poblacién humana. En
ciertas realizaciones, cada miembro de dicha biblioteca de células madre es hemicigota u homocigota para un grupo
diferente de alelos del MHC respecto de los miembros restantes de la biblioteca. En ciertas realizaciones, la biblioteca
de células madre es hemicigota u homocigota para todos los alelos del MHC que estan presentes en una poblacion
humana. En el contexto de esta invencion, las células madre que son homocigotas para uno o mas genes de antigenos
de histocompatibilidad incluyen las células que son nulicigotas para uno o mas (y en ciertas realizaciones, todos) de
tales genes. Nulicigoto para un locus genético significa que el gen es nulo en ese locus, es decir, ambos alelos de ese
gen estan delecionados o inactivados. Se pueden producir células madre que son nulicigotas para todos los genes del
MHC mediante métodos habituales conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, seleccidon de genes y/o pérdida
de heterocigosidad (LOH). Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patentes de Estados Unidos US 20040091936,
US 20030217374 y US 20030232430, y la solicitud provisional nimero US 60/729.173.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a métodos de obtencion de células RPE, que incluyen una biblioteca de
células RPE, con una complejidad del MHC reducida. Las células RPE con una complejidad del MHC reducida
incrementaran el suministro de células disponibles para las aplicaciones terapéuticas, ya que eliminaran las
dificultades asociadas con la coincidencia con el paciente. Tales células se pueden obtener de células madre que se
modifican para ser hemicigotas u homocigotas para los genes del complejo del MHC.

Una célula ES humana puede comprender modificaciones en uno de los alelos de los cromosomas hermanos del
complejo del MHC de la célula. Se puede usar una diversidad de métodos para generar modificaciones génicas, tales
como la seleccion génica, para modificar los genes del complejo del MHC. Ademas, los alelos modificados del complejo
del MHC de las células se pueden modificar posteriormente para que sean homocigotos, de forma que hay presentes
alelos idénticos en los cromosomas hermanos. Se pueden utilizar métodos tales como la pérdida de heterocigosidad
(LOH) para modificar células para que tengan alelos homocigotos del complejo del MHC. Por ejemplo, se pueden
seleccionar como objetivo uno o mas genes de un grupo de genes del MHC de un alelo original para generar células
hemicigotas. El otro grupo de genes del MHC se puede eliminar mediante seleccion génica o LOH para producir una
linea nula. Esta linea nula se puede usar ademas como la linea celular embrionaria en la que eliminar grupos de genes
de HLA, o genes individuales, para hacer un banco hemicigoto u homocigoto con un trasfondo genético por otra parte
uniforme.

En un aspecto, se usa una biblioteca de lineas de células ES, en la que cada miembro de la biblioteca es homocigoto
para al menos un gen de HLA, para obtener células RPE segun los métodos de la presente invencion. En otro aspecto,
la invencion proporciona una biblioteca de células RPE (y/o células del linaje RPE), en la que varias lineas de células
ES se seleccionan y se diferencian en células RPE. Estas células RPE y/o células del linaje RPE se pueden usar para
un paciente que necesita una terapia basada en células.

Por lo tanto, ciertas realizaciones de esta invencion se refieren a un método de administracion de células RPE
humanas que se han obtenido a partir de células madre embrionarias de complejidad reducida a un paciente que lo
necesita. En ciertas realizaciones, este método comprende las etapas de: (a) identificar a un paciente que necesita un
tratamiento que implica administrarle células RPE humanas; (b) identificar las proteinas del MHC expresadas en la
superficie de las células del paciente; (c) proporcionar una biblioteca de células RPE humanas de complejidad reducida
del MHC producidas mediante el método de produccién de células RPE de la presente invencion; (d) seleccionar las
células RPE a partir de la biblioteca que coinciden con las proteinas del MHC de las células de este paciente; (e)
administrar cualquiera de las células de la etapa (d) a dicho paciente. Este método se puede llevar a cabo en un centro
regional, tal como, por ejemplo, un hospital, una clinica, una consulta de un médico, y otras instalaciones de atencion
sanitaria. Ademas, las células RPE seleccionadas por coincidir con el paciente, si se almacenan en pequefio nimero,
se pueden expandir antes de tratar al paciente.

Otras aplicaciones y métodos comerciales

Ciertos aspectos de la presente invencion se refieren a la produccion de células RPE para alcanzar cantidades
comerciales. En las realizaciones particulares, se producen células RPE a gran escala, se almacenan si es necesario,
y se suministran a hospitales, médicos u otras instalaciones de asistencia sanitaria. Una vez que un paciente presenta
una indicacion tal como, por ejemplo, distrofia macular de Stargardt, degeneracion macular relacionada con la edad,
o retinosis pigmentaria, se pueden encargar las células RPE y suministrarlas a tiempo. Por lo tanto, la presente
invencion se refiere a métodos para producir células RPE para obtener células a escala comercial, preparaciones de
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células que comprenden células RPE derivadas de dichos métodos, asi como métodos para proporcionar (es decir,
producir, opcionalmente almacenar, y comercializar) células RPE a hospitales y médicos.

Por lo tanto, ciertos aspectos de la presente invencion se refieren a métodos de produccion, almacenamiento, y
distribucion de células EPR producidas mediante los métodos descritos en la presente memoria. Tras la produccion
de RPE, las células RPE se pueden recoger, purificar y opcionalmente almacenar antes del tratamiento de un paciente.
Las células RPE pueden ser opcionalmente especificas del paciente o seleccionarse especificamente basandose en
el perfil de HLA u otro perfil inmunoldgico.

Asi, en las realizaciones particulares, la presente invencién proporciona métodos para suministrar células RPE a
hospitales, centros de asistencia sanitaria, y médicos, por los que las células RPE producidas mediante los métodos
descritos en la presente memoria se almacenan, se encargan a peticion de un hospital, centro de asistencia sanitaria,
o0 médico, y se administran a un paciente que necesita una terapia con células RPE. En las realizaciones alternativas,
un hospital, centro de asistencia sanitaria, o0 médico encarga células RPE basandose en datos especificos de un
paciente, las células RPE se producen segun las especificaciones del paciente y posteriormente se suministran al
hospital o médico que realiz6 el encargo.

En ciertas realizaciones, el método de diferenciacion de células RPE de las células madre embrionarias humanas se
lleva a cabo de acuerdo con las buenas practicas de fabricacién (BPF). En ciertas realizaciones, la derivacion o
produccién inicial de células madre embrionarias humanas también se lleva a cabo de acuerdo con las buenas
practicas de fabricacion (BPF). Las células se pueden analizar en uno o mas puntos a lo largo del protocolo de
diferenciacion para asegurarse, por ejemplo, de que no existe infeccidn o contaminacion viral, bacteriana, o fungica
en las células o en el medio de cultivo. De forma similar, las células madre embrionarias humanas usadas como
material inicial se pueden analizar para asegurarse de que no existe infeccion o contaminacion viral, bacteriana, o
fangica.

En ciertas realizaciones, la produccién de células RPE diferenciadas o células RPE diferenciadas maduras se amplia
para uso comercial. Por ejemplo, el método se puede usar para producir al menos 1x10%, 5x10°, 1x108, 5x108, 1x107,
5x107, 1x108, 5x108, 1x109, 5x10°, o0 1x10"0 células RPE.

Los aspectos adicionales de la invencién se refieren a una biblioteca de células RPE que puede proporcionar células
coincidentes con los receptores del paciente potencial. Por lo tanto, en una realizacién, la invenciéon proporciona un
método para establecer un negocio farmacéutico, que comprende la etapa de proporcionar preparaciones de células
RPE que son homocigotas para al menos un antigeno de histocompatibilidad, en el que las células se eligen de un
banco de tales células que comprende una biblioteca de células RPE que se pueden expandir mediante los métodos
descritos en la presente memoria, en el que cada preparacion de células RPE es hemicigota u homocigota para al
menos un alelo del MHC presente en la poblacién humana, y en el que dicho banco de células RPE comprende células
que son hemicigotas u homocigotas para un grupo diferente de alelos del MHC respecto de los otros miembros del
banco de células. Como se menciond anteriormente, se puede usar la seleccion génica o la pérdida de heterocigosidad
para generar las células madre con alelo del MHC hemicigotas u homocigotas usadas para obtener las células RPE.
En una realizacion, después de elegir que una preparacion particular de células RPE es adecuada para un paciente,
se expande para conseguir cantidades adecuadas para el tratamiento del paciente. Los métodos para llevar a cabo
un negocio farmacéutico también pueden comprender establecer un sistema de distribucion para distribuir la
preparacion para la venta, o pueden incluir establecer un grupo de ventas para comercializar la preparacion
farmacéutica.

Otros aspectos de la invencién se refieren al uso de las células RPE de la presente invencién como herramienta de
investigacion en ambitos tales como una empresa farmacéutica, quimica, o biotecnoldgica, un hospital, o una
institucion académica o de investigacion. Tales usos incluyen el uso de células RPE diferenciadas a partir de células
madre embrionarias en ensayos de cribado para identificar, por ejemplo, los agentes que se pueden usar para
estimular la supervivencia de las células RPE in vitro o in vivo, o que se pueden usar para estimular la maduracion de
las células RPE. Los agentes identificados se pueden estudiar in vitro o en modelos animales para determinar, por
ejemplo, su uso potencial solos o en combinacion con las células RPE.

La presente invencion también incluye métodos para obtener células ES humanas de un paciente, y después generar
y expandir las células RPE derivadas de las células ES. Estas células RPE se pueden almacenar. Ademas, estas
células RPE se pueden usar para tratar al paciente de que se obtuvieron las ES, o a un familiar de ese paciente.

Como los métodos y aplicaciones descritas anteriormente se refieren a tratamientos, preparaciones farmacéuticas, y
al almacenamiento de células RPE, la presente invencion también se refiere a disoluciones de células RPE que son
adecuadas para tales aplicaciones. La presente invencion, por lo tanto, se refiere a disoluciones de células RPE que
son adecuadas para la inyeccion en un paciente. Tales disoluciones pueden comprender las células formuladas en un
liquido fisiologicamente aceptable (p.ej., solucién salina normal, solucién salina tamponada, o una solucién salina
equilibrada). El numero de células en la disolucion puede ser de al menos alrededor de 102 y menos de alrededor de
10° células. En otras realizaciones, el nimero de células en la disolucién puede oscilar de alrededor de 10", 102, 5x102,
103, 5x103, 104, 10°, 10%, 107, o 108 a alrededor de 5x102, 103, 5x103, 10%, 105, 10%, 107, 108, o0 109, en donde los limites
superior e inferior se seleccionan independientemente, excepto porque el limite inferior es siempre menor que el limite
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superior. Ademas, las células se pueden administrar en una administracién individual o en multiples administraciones.

Las células proporcionadas por los métodos descritos en la presente memoria se pueden usar inmediatamente, o se
pueden congelar y crioconservar durante dias o afios. Asi, en una realizacion, la presente invencion proporciona una
preparacion crioconservada de células RPE, en la que dicha preparacion crioconservada comprende al menos
alrededor de 10", 102, 5x102, 103, 5x103, 104, 5x10%, 10°, 5x105, o 10°. Las preparaciones crioconservadas pueden
comprender ademas al menos alrededor de 5x10°, 107, 5x107, 108, 15x08, 10°, 5x10°, 0 10" células. De forma similar,
se proporcionan métodos de crioconservacion de células RPE. Las células RPE se pueden crioconservar
inmediatamente tras la diferenciacion, tras la maduracion in vitro, o después de cierto periodo de tiempo en cultivo.
Las células EPR de las preparaciones pueden comprender una mezcla de células EPR diferenciadas y células EPR
maduras.

Otras Células Pluripotentes

La discusién anterior se centra en el uso de células madre embrionarias humanas como material inicial para producir
células RPE Unicas, asi como en las preparaciones y los métodos de uso de las células RPE diferenciadas a partir de
células madre embrionarias humanas. Sin embargo, los métodos y usos detallados anteriormente se pueden usar de
forma similar para generar células RPE (y preparaciones adecuadas) mediante el uso de otros tipos de células madre
pluripotentes humanas como material inicial. Por lo tanto, la invencion contempla que cualquiera de los aspectos y
realizaciones anteriores o siguientes de la invencion se pueden aplicar de forma similar a los métodos y usos de las
células RPE diferenciadas a partir de otros tipos de células madre pluripotentes humanas. Cabe destacar que, dado
que las células madre pluripotentes inducidas (iPS) tienen las caracteristicas de las células madre embrionarias, se
pueden usar tales células para producir células RPE que son idénticas o sustancialmente idénticas a las células RPE
diferenciadas a partir de células madre embrionarias.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "células madre pluripotentes” incluye las células madre
embrionarias y las células madre pluripotentes inducidas. Las células madre pluripotentes se definen funcionalmente
como células madre que: (a) son capaces de inducir teratomas cuando se trasplantan en ratones inmunodeficientes
(SCID); (b) son capaces de diferenciarse hasta tipos celulares de las tres capas germinales (p.ej., pueden diferenciarse
hasta tipos celulares ectodérmicos, mesodérmicos, y endodérmicos); y (c) expresan uno o mas marcadores de células
madre embrionarias (p.ej., expresan Oct 4, fosfatasa alcalina, antigeno superficial SSEA-3, antigeno superficial SSEA-
4, nanog, TRA-1-60, TRA-1-81, SOX2, REX1, etc.). Las células madre pluripotentes ejemplares se pueden generar
mediante el uso, por ejemplo, de métodos conocidos en la técnica. Las células madre pluripotentes ejemplares incluyen
las células madre pluripotentes inducidas (células iPS) generadas reprogramando una célula somatica expresando o
induciendo la expresion de una combinacion de factores (denominados en la presente memoria factores de
reprogramacion). Las células iPS se pueden generar mediante el uso de células somaticas fetales, posnatales, de
recién nacido, juveniles o adultas. En ciertas realizaciones, los factores que se pueden usar para reprogramar las
células somaticas hasta células madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, una combinacién de Oct4 (a veces
denominado Oct 3/4), Sox2, c-Myc, y KIf4. En otras realizaciones, los factores que se pueden usar para reprogramar
las células somaticas hasta células madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, una combinacién de Oct 4, Sox2,
Nanog, y Lin28. En otras realizaciones, las células somaticas se reprograman expresando al menos 2 factores de
reprogramacion, al menos tres factores de reprogramacion, o cuatro factores de reprogramacion. En otras
realizaciones, se identifican los factores de reprogramacion adicionales y se usan solos o en combinacién con uno o
mas factores de reprogramacion conocidos para reprogramar una célula somatica hasta una célula madre pluripotente.

Las células madre embrionarias son un ejemplo de células madre pluripotentes. Otro ejemplo son las células madre
pluripotentes inducidas (iPS).

En ciertas realizaciones, la célula madre pluripotente es una célula madre embrionaria o una célula derivada de un
embrién. En otras realizaciones, la célula madre pluripotente es una célula madre pluripotente inducida. En ciertas
realizaciones, la célula madre pluripotente es una célula madre pluripotente inducida producida expresando o
induciendo la expresion de uno o mas factores de reprogramacion en una célula somatica. En ciertas realizaciones, la
célula somatica es un fibroblasto, tal como un fibroblasto dérmico, fibroblasto sinovial, o fibroblasto pulmonar. En otras
realizaciones, la célula somatica no es un fibroblasto, sino que es una célula somatica no fibroblastica. En ciertas
realizaciones, la célula somatica se reprograma expresando al menos dos factores de reprogramacion, al menos tres
factores de reprogramacion, o cuatro factores de reprogramacion. En ofras realizaciones, la célula somatica se
reprograma expresando al menos cuatro, al menos cinco, o al menos seis factores de reprogramacion. En ciertas
realizaciones, los factores de reprogramacion se seleccionan de Oct 3/4, Sox2, Nanog, Lin28, c-Myc, y KIf4. En otras
realizaciones, el grupo de factores de reprogramacion expresados incluye al menos uno, al menos dos, al menos tres,
o al menos cuatro de la lista anterior de factores de reprogramacion, e incluye opcionalmente otro u otros factores de
reprogramacion. En ciertas realizaciones, la expresion de al menos uno, al menos dos, al menos tres, o al menos
cuatro de los factores de reprogramacion anteriores u otros factores de reprogramacion se induce poniendo en
contacto las células somaticas con uno o mas agentes, tales como agentes organicos de molécula pequefa, que
inducen la expresion de uno o mas factores de reprogramacion. En ciertas realizaciones, la célula somatica se
reprograma mediante el uso de una aproximacion combinatoria en la que se expresan uno o mas factores de
reprogramacion (p.ej., mediante el uso de un vector viral, plasmido, y similares) y se induce la expresiéon de uno o mas
factores de reprogramacion (p.ej., mediante el uso de una molécula organica pequefia).
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En ciertas realizaciones, los factores de reprogramacion se expresan en la célula somatica mediante infeccion con el
uso de un vector viral, tal como un vector retroviral o un vector lentiviral. En otras realizaciones, los factores de
reprogramacion se expresan en la célula somatica mediante el uso de un vector no integrativo, tal como un plasmido
episomico. Cuando los factores de reprogramacion se expresan mediante el uso de vectores no integrativos, los
factores se pueden expresar en las células mediante el uso de electroporacion, transfeccion, o transformacion de las
células somaticas con los vectores.

En ciertas realizaciones, las células madre pluripotentes se generan a partir de células somaticas, y las células
somaticas se seleccionan de células embrionarias, fetales, neonatales, juveniles, o adultas.

Los métodos para producir células iPS expresando o induciendo la expresion de factores de reprogramacion se
conocen en la técnica. Brevemente, las células somaticas se infectan, transfectan, o transducen de otra manera con
vectores de expresion que expresan factores de reprogramacion. En el caso de ratones, la expresion de cuatro factores
(Oct3/4, Sox2, c-myc, y Kif4) mediante el uso de vectores virales integrativos fue suficiente para reprogramar una
célula somatica. En el caso de seres humanos, la expresion de cuatro factores (Oct3/4, Sox2, Nanog, y Lin28)
mediante el uso de vectores virales integrativos fue suficiente para reprogramar una célula somatica. Sin embargo,
también puede ser suficiente la expresion (o la induccion de la expresion) de menos factores o de otros factores de
reprogramacion. Ademas, el uso de vectores integrativos es solamente un mecanismo para expresar factores de
reprogramacion en las células. Otros métodos incluyen, por ejemplo, el uso de vectores no integrativos.

En ciertas realizaciones, la expresion de al menos uno, al menos dos, al menos tres, o al menos cuatro de los factores
de reprogramacion anteriores u otros factores de reprogramacion se induce poniendo en contacto las células
somaticas con uno o mas agentes, tales como agentes organicos de molécula pequefia, que inducen la expresion de
uno o mas factores de reprogramacion. En ciertas realizaciones, la célula somatica se reprograma mediante el uso de
una aproximacion combinatoria en la que se expresan uno o mas factores de reprogramacion (p.ej., mediante el uso
de un vector viral, plasmido, y similares) y se induce la expresion de uno o mas factores de reprogramacion (p.egj.,
mediante el uso de una molécula organica pequeiia).

Una vez que los factores de reprogramacion se expresan en las células, las células se cultivan. A lo largo del tiempo,
las células con caracteristicas de ES aparecen en la placa de cultivo. Las células se pueden recoger y subcultivar
basandose, por ejemplo, en la morfologia de ES, o basandose en la expresién de un marcador seleccionable o
detectable. Las células se cultivan para producir un cultivo de células que parecen células ES. Estas células son
células iPS aparentes.

Para confirmar la pluripotencia de las células iPS, las células se pueden analizar en uno o mas ensayos de
pluripotencia. Por ejemplo, las células se pueden ensayar con respecto a la expresion de marcadores de células ES;
las células se pueden evaluar por la capacidad de producir teratomas cuando se trasplantan en ratones SCID; las
células se pueden evaluar por la capacidad de diferenciarse para producir tipos celulares de las tres capas germinales.

Una vez que se obtienen células iPS pluripotentes (recién obtenidas o de un banco o reserva de células previamente
obtenidas), tales células se pueden usar para producir células RPE.

En ciertas realizaciones, la produccion de células iPS es una etapa inicial en la produccién de células RPE. En otras
realizaciones, se usan células iPS obtenidas previamente. En ciertas realizaciones, las células iPS se generan de
manera especifica mediante el uso de material de un paciente particular o de un donante coincidente, con el objetivo
de generar células RPE coincidentes con el tejido. En ciertas realizaciones, las células iPS son células donantes
universales que no son sustancialmente inmundgenas.

La presente invencion se describira a continuacion mas completamente con referencia a los ejemplos siguientes, que
son solamente ilustrativos y no se deberian considerar limitantes de la invencién descrita anteriormente.

Ejemplos

La invencion, que se esta describiendo en general, se entendera mas facilmente mediante referencia a los ejemplos
siguientes, que se incluyen simplemente con fines de ilustracién de ciertos aspectos y realizaciones de la presente
invencion, y no pretenden limitar la invencion.

La pluripotencia de las células madre embrionarias se mantiene en parte mediante el delicado equilibrio reciproco de
los dos factores de transcripcion Oct4 (Pou5f1) y Nanog. Durante la diferenciacion de las células ES, la expresion de
estos genes se inhibe, y las pruebas recientes han sugerido que la hipermetilacion de los genes que codifican estas
proteinas es la responsable. La pérdida de la expresion de uno o ambos genes dio como resultado la activacion
transcripcional de genes asociados con la diferenciacion celular.

El epitelio pigmentado retiniano (RPE) se desarrolla a partir del neuroectodermo, y se localiza en una posicion
adyacente a la retina neural y el coroides, lo que proporciona una barrera entre el sistema vascular y la retina. Los
datos proporcionados en la presente memoria indican que las células RPE se distinguen genéticamente y
funcionalmente de los fotorreceptores del entorno tras la diferenciacion terminal, aunque las células pueden compartir
un progenitor comun.
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Este modelo indica que los elementos exclusivos de las reivindicaciones del método de cultivo actian por medio de
FGF, EGF, WNT4, TGF-beta, y/o €l estrés oxidativo para sefalizar las rutas de MAP-Quinasa y C-Jun terminal Quinasa
potenciales para inducir la expresiéon del factor de transcripcion Paired-box 6 (PAX6). PAX6 actua de manera sinérgica
con PAX2 para diferenciar de manera terminal el RPE maduro por medio de la coordinacién de Mit-F y Oxt2 para
transcribir genes especificos de RPE tales como Tirosinasa (Tyr), y objetivos posteriores tales como RPE-65,
Bestrofina, CRALBP, y PEDF.

Para caracterizar las etapas del desarrollo durante el proceso de diferenciacién de las células madre embrionarias
humanas (hESc) en el epitelio pigmentado retiniano (RPE), se usaron varios ensayos para identificar los niveles de
expresion de los genes clave en cada etapa representativa del desarrollo. Se descubrié que se expresaron
exclusivamente varios genes en forma de mARN y proteinas en las células RPE. Por ejemplo, se descubrié que PAX6
actua con PAX2 para diferenciar de manera terminal las células RPE maduras por medio de la coordinacién de Mit-F
y Oxt2 para transcribir genes especificos de RPE tales como Tirosinasa (Tyr), y objetivos posteriores tales como RPE-
65, Bestrofina, CRALBP, y PEDF. De manera importante, el distintivo especifico de RPE de la expresion de mARN y
proteinas no solamente fue exclusivo de las células hES, sino también de las células RPE fetales y ARPE-19. Las
células RPE descritas en la presente memoria expresaron multiples genes que no se expresaron en las células hES,
las células RPE fetales, o las células ARPE-19 (Figuras 3, 4, y 6). La expresion exclusiva de mARN y proteinas en las
células RPE de la invencioén constituye un grupo de marcadores que hacen que estas células RPE sean diferentes de
las células de la técnica, tales como las células hES, las células ARPE-19 y las células RPE fetales.

Ejemplo de Referencia 1: Diferenciacion y cultivo de RPE

Las células hES crioconservadas se descongelaron y se colocaron en un cultivo en suspensién en placas Petri Lo-
bind Nunclon en medio de crecimiento MDBK (Sigma-SAFC Biosciences) u OptimPro SFM (Invitrogen) suplementado
con L-Glutamina, Penicilina/Estreptomicina, y suplemento B-27. Las células hES se habian obtenido previamente de
blastémeros individuales obtenidos mediante biopsia de embriones humanos en etapa de escision temprana. El resto
del embrién humano no se destruy6. Se usaron dos lineas de células hES derivadas de blastdomeros individuales,
MAO1 y MAQ9. Las células se cultivaron durante 7-14 dias en forma de cuerpos embrioides (EBs).

Después de 7-14 dias, los EBs se colocaron en placas de cultivo de tejidos revestidas con gelatina de piel porcina.
Las EBs se cultivaron en forma de cultivos adherentes durante 14-28 dias adicionales en Penicilina/Estreptomicina,
sin suplemento B-27.

De entre las células del cultivo adherente de EBs, las células RPE se hacen visibles y se reconocen por su morfologia
celular de tipo empedrado y la aparicién de pigmentacion.

Ejemplo de referencia 2: Aislamiento y propagacion de RPE

Como las células RPE diferenciadas contintan apareciendo en los cultivos adherentes, se hacen visiblemente
perceptibles agrupamientos de células RPEs diferenciadas basandose en la forma de las células. La colagenasa IV
congelada (20 mg/ml) se descongel6 y se diluyé a 7 mg/ml. La colagenasa IV se aplicd al cultivo adherente que
contenia agrupamientos de células RPE (1,0 ml a cada pocillo en una placa de 6 pocillos). A lo largo de
aproximadamente 1-3 horas, la colagenasa IV disocid los agrupamientos de células. Al disociar los agrupamientos de
células RPE de otras células del cultivo, se obtuvo una suspensién enriquecida en células RPE. La suspension de
células RPE enriquecida se retir6 de la placa de cultivo y se transfirié a una placa de cultivo de tejidos de 100 mm con
10 ml de medio MEF. Los agrupamientos pigmentados se transfieren con una herramienta de corte de células madre
(Swemed-Vitrolife) a un pocillo de una placa de 6 pocillos que contiene 3 ml de medio MEF. Después de haber recogido
todos los agrupamientos, la suspension de células pigmentadas se transfiere a un tubo coénico de 15 ml que contiene
7 ml de medio MEF y se centrifuga a 1000 rpm durante cinco minutos. El sobrenadante se elimina. Se afiaden 5 ml de
una mezcla 1:1 de tripsina del 0,25% y de tampon de disociacion celular a las células. Las células se incuban durante
10 minutos a 37 °C. Las células se dispersan pipeteando en con una pipeta de 5 ml hasta que quedan pocos
agrupamientos. Se afiaden 5 ml de medio MEF a las células, y se centrifugan a 1000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se elimina y las células se colocan en placas revestidas de gelatina con una division de 1:3 del cultivo
original en medio de cultivo EGM-2 (Cambrex).

El cultivo de células RPE se expandié mediante cultivo continuado en el medio EGM-2. Las células se sometieron a
pases, segun fue necesario a una proporcion 1:3 a 1:6 mediante el uso de una mezcla 1:1 de tripsina EDTA del 0,25%
y tampon de disociacion celular.

Para enriquecer las células RPE diferenciadas maduras, las células se cultivaron casi hasta la confluencia en EGM-2.
El medio se cambié después a MDBK-MM (SAFC Biosciences) para ayudar a estimular adicionalmente la maduracion
de las células RPE.

Ejemplo de referencia 3: Expresién de mARN especifica de RPE medida mediante PCR con transcripcion inversa,
cuantitativa y en tiempo real (QPCR)

Para caracterizar las etapas del desarrollo durante el proceso de diferenciacion de las células madre embrionarias
humanas (hES) en el epitelio pigmentado retiniano (RPE), se han empleado varios ensayos para identificar los niveles
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de expresion de los genes clave en cada etapa representativa del desarrollo. Se desarrollé una qPCR para
proporcionar una medida cuantitativa y relativa de la abundancia de transcritos de mARN especificos del tipo celular
de interés en el proceso de diferenciacion de RPE. La qPCR se us6 para determinar los genes que se expresan
exclusivamente en las células madre embrionarias humanas, las células neurorretinianas durante el desarrollo del ojo,
y las células RPE diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas. Los genes para cada tipo celular se
enumeran a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Genes especificos de hES, neurorretina/ojo, y células hRPE

Especificos de hESc Neuroectodermo / Neurorretina Genes especificos de RPE
Oct-4 (POU5SF1) CHX10 PAX-6
Nanog NCAM PAX-2
Rex-1 Nestina RPE-65
TDGF-1 Beta-Tubulina PEDF
SOX-2 CRALBP
DPPA-2 Bestrofina
MitF
Otx-2
Tyr

Se determind que los genes especificos de hES incluyeron Oct-4 (POU5F 1), Nanog, Rex-1, TDGF-1, SOX-2, y DPPA-
2. Los genes especificos del ectodermo neural / retina neural incluyen CHX10, NCAM, Nestina, y Beta-Tubulina. En
contraste, se descubrié que las células RPE diferenciadas a partir de células madre embrionarias humanas expresan
exclusivamente PAX-6, PAX-2, RPE-65, PEDF, CRALBP, Bestrofina, MitF, Otx-2, y Tyr mediante la medida con gPCR.

Tal como es evidente a partir de los datos de qPCR, los genes especificos de hES estan sumamente inhibidos (cerca
de 1000 veces) en las células RPE obtenidas a partir de hES, mientras que los genes especificos de RPE y
neuroectodermo estan enormemente estimulados (aproximadamente 100 veces) en las células RPE derivadas de
hES.

Ademas, el andlisis mediante qPCR del RPE completamente maduro demostré una expresion de alto nivel de los
marcadores especificos de RPE RPEG65, Tirosinasa, PEDF, Bestrofina, MitF, y Pax6. Este hallazgo se explica
adicionalmente con la ontogenia representada anteriormente, y esta de acuerdo con la bibliografia actual sobre la
regulacion inducida por Pax2 de MitF y la activacion posterior de los genes asociados al RPE diferenciado de manera
terminal.

Ejemplo de Referencia 4: Expresion de proteinas especificas de RPE identificadas mediante analisis de transferencia
de Western

Para validar los resultados de gPCR anteriores, y para identificar las proteinas expresadas exclusivamente en las
células RPE, se eligié un subgrupo de marcadores especificos de hES y especificos de RPE como candidatos para el
ensayo mediante transferencia de Western, y de ese modo se demuestra la traduccidon del mensaje detectado
mediante PCR. El analisis de Western proporciona una medida absoluta de la solidez de otros ensayos con datos
semi-cuantitativos (por medio de densitometria) y cualitativos. Los resultados se representan en la Figura 6. Se us6
actina como control de carga de proteinas.

Las células RPE derivadas de células hES no expresaron las proteinas especificas de hES Oct-4, Nanog, y Rex-1,
mientras expresaron RPE65, CRALBP, PEDF, Bestrofina, PAX6, y Otx2. Estas proteinas, por lo tanto, son marcadores
importantes de las células RPE diferenciadas a partir de células hES. En contraste, las células APRE-19 mostraron
un patrén no concluyente de la expresion de marcadores proteémicos.

Ejemplo de Referencia 5: Perfil de la expresién génica con micromatrices de células RPE

Las hRPE diferenciadas a partir de células hES, purificadas manualmente in vitro experimentan eventos morfologicos
significativos en cultivo durante la fase de expansion. Las suspensiones de células individuales colocadas en placas
en cultivos finos se despigmentan, y el area superficial de las células se incrementa. Las células hRPE mantienen esta
morfologia durante la expansion, cuando las células se estan dividiendo rapidamente. Sin embargo, cuando la
densidad celular alcanza la capacidad maxima, las RPE toman su forma hexagonal fenotipica caracteristica e
incrementan el nivel de pigmentacién acumulando melanina y lipofuscina.

El nivel de pigmentacién desempefié un papel importante en el estudio farmacoldgico en el modelo de rata RCS. Por
lo tanto, se llevd a cabo un andlisis de la expresion génica global por medio de micromatrices en células hRPE
derivadas de las lineas de células hES MAO1 y MAQ9 derivadas de un blastémero individual. Ademas, se analizaron
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como controles lineas de células RPE fetales, ARPE-19, y de retinoblastoma.

Los datos indican que este cambio fenotipico esta controlado por un cambio en el patrén de expresion génica global
de estas células, especificamente con respecto a la expresion de PAX6, PAX2, Otx2, MitF, y Tyr.

La Figura 7 representa un grafico de dispersion del analisis de los componentes principales de cada muestra basado
en el numero minimo de genes que explican la variabilidad entre cada muestra. EI Componente 1, que representa un
69% de la variabilidad, representa el tipo celular, mientras el Componente 2 representa la linea celular (es decir, la
variabilidad genética). Como se puede observar claramente, una dispersion casi lineal de los perfiles de expresion
génica caracteriza el desarrollo ontogénico de las hRPE derivadas de las células hES.

Basandose en el analisis ANOVA que compara la linea de células hES respectiva con su homélogo RPE, se
seleccionaron los 100 genes expresados a nivel mas alto y mas bajo, y se llevaron a cabo analisis computacionales
para seleccionar los genes relacionados con la pluripotencia y el desarrollo del ojo. Los genes estimulados se muestran
en la Tabla 2. Los genes inhibidos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 2. Genes estimulados de interés informados en las micromatrices

Simbolo del
Gen

Nombre del Gen

Asociado con

Descripcion

BEST1/
VMD2

bestrofina
(distrofia
macular
viteliforme 2)

desarrollo del
RPE

Expresado predominantemente en la membrana basolateral
del epitelio pigmentario retiniano. Forma canales de cloruro
sensibles a calcio. Puede conducir otros aniones
fisioldgicamente significativos tales como bicarbonato. Los
defectos en BEST1 son la causa de la distrofia macular
viteliforme tipo 2 (VMD2); también conocida como distrofia
macular de Best (BMD). VMD2 es una forma autosémica
dominante de degeneracion macular que comienza
normalmente en la infancia o adolescencia. VMD2 se
caracteriza por lesiones maculares viteliformes tipicas debidas
a la acumulacién anormal de lipofuscina en y debajo de las
células del epitelio pigmentado retiniano. La progresion de la
enfermedad conduce a la destruccion del epitelio pigmentado
retiniano y a la pérdida de vision. Los defectos en BEST1 son
una causa de distrofia macular viteliforme de inicio en la
madurez (AVMD). AVMD es un trastorno autosémico
dominante poco frecuente con una penetrancia incompleta y
una expresion sumamente variable. Los pacientes
normalmente pasan a ser sintomaticos en la cuarta o quinta
década de la vida, con una enfermedad prolongada de
agudeza visual disminuida.

cLu1
(retiniano)

similar a
clusterina 1
(retiniano)

desarrollo
retiniano

Asociado intensamente con los fotorreceptores de los conos, y
aparece en tejidos diferentes a lo largo del desarrollo retiniano.

CRX

homeobox de
conos y
bastones

desarrollo
retiniano

Proteina de homeodominio de tipo emparejado especifica de
fotorreceptores (conos, bastones), expresada en las células
fotorreceptoras en desarrollo y maduras, que se une y
transactiva rodopsina, homdlogo de ortodenticulo de
Drosophila (Otx). Esencial para el mantenimiento de los
fotorreceptores de mamifero.

CRYAA

cristalina, alfa A

desarrollo ocular

Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes
del cristalino del ojo en los vertebrados. Pueden contribuir a la
transparencia y al indice refractivo del cristalino. Los defectos
en CRYAA son la causa de catarata nuclear central zonular,
una de un numero considerable de formas diferentes
fenotipicamente y genotipicamente de cataratas autosémicas
dominantes. Esta catarata congénita es una anormalidad
importante habitual del ojo que con frecuencia provoca
ceguera en recién nacidos. Las cristalinas no se renuevan a
medida que el cristalino envejece, lo que proporciona la
posibilidad de modificaciones postraduccionales u
oxidaciones. Estas modificaciones pueden cambiar las
propiedades de solubilidad de las cristalinas, y favorecen la
catarata senil.
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CRYBA1

cristalina, beta
A1

desarrollo ocular

Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes
del cristalino del ojo en los vertebrados. Las cristalinas no se
renuevan a medida que el cristalino envejece, lo que
proporciona la posibilidad de modificaciones
postraduccionales u oxidaciones. Estas modificaciones
pueden cambiar las propiedades de solubilidad de las
cristalinas, y favorecen la catarata senil.

CRYBA2

cristalina, beta
A2

desarrollo ocular

Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes
del cristalino del ojo en los vertebrados. Las cristalinas no se
renuevan a medida que el cristalino envejece, lo que
proporciona la posibilidad de modificaciones
postraduccionales u oxidaciones. Estas modificaciones
pueden cambiar las propiedades de solubilidad de las
cristalinas, y favorecen la catarata senil.

CRYBA4

cristalina, beta
A4

desarrollo ocular

Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes
del cristalino del ojo en los vertebrados. Los defectos en
CRYBA4 son la causa de catarata lamelar tipo 2. Las
cataratas son una causa importante de ceguera en todo el
mundo, que afecta a todas las sociedades. Una proporcion
significativa de casos estan determinados genéticamente. Se
han identificado mas de 15 genes relacionados con las
cataratas, de los cuales los genes de las cristalinas son los
que estan mutados con mas frecuencia. La catarata lamelar 2
es una catarata congénita autosomica dominante. Los
defectos en CRYBA4 son una causa de microftalmia aislada
con cataratas tipo 4 (MCOPCT4). La microftalmia consiste en
un defecto del desarrollo que provoca una reduccién
moderada o grave del tamafio del ojo. También puede estar
presente la opacidad de la cornea y del cristalino, la
cicatrizacion de la retina y del coroides, y otras anormalidades
como cataratas. Las cristalinas no se renuevan a medida que
el cristalino envejece, lo que proporciona la posibilidad de
modificaciones postraduccionales u oxidaciones. Estas
modificaciones pueden cambiar las propiedades de solubilidad
de las cristalinas, y favorecen la catarata senil.

CRYBB1

cristalina, beta
B1

desarrollo ocular

Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes
del cristalino del ojo en los vertebrados.

CRYBB2

cristalina, beta
B2

desarrollo ocular

Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes
del cristalino del ojo en los vertebrados. Los defectos en
CRYBB2 son la causa de catarata cerulea congénita tipo 2
(CCAZ2); también conocida como catarata azul congénita tipo
2. CCA2 es una forma de catarata congénita autosémica
dominante (ADCC). Las cataratas ceruleas tienen
opacificaciones periféricas azuladas y blancas en capas
concéntricas con lesiones centrales ocasionales dispuestas
radialmente. Aunque las opacidades se pueden observar
durante el desarrollo fetal y la infancia, normalmente la
agudeza visual esta reducida solamente levemente hasta la
madurez, cuando normalmente es necesaria la extraccion del
cristalino. Los defectos en CRYBB2 son la causa de la
catarata sutural con opacidades puntiformes y certleas
(CSPC). El fenotipo asociado a esta forma de catarata
congénita autosémica dominante difirié de todas las demas
formas de cataratas informadas. Los defectos en CRYBB2 son
una causa de cataratas de tipo Coppock (CCL). Las cristalinas
no se renuevan a medida que el cristalino envejece, lo que
proporciona la posibilidad de modificaciones
postraduccionales u oxidaciones.
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CRYBB3 cristalina, beta desarrollo ocular | Las cristalinas son los componentes estructurales dominantes

B3 del cristalino del ojo en los vertebrados. Los defectos en
CRYBB3 son la causa de catarata nuclear congénita
autosoémica recesiva 2 (CATCN2); una forma de catarata
congénita no sindromica. Las cataratas congénitas no
sindrémicas varian notablemente en gravedad y morfologia,
afectan a la parte nuclear, cortical, polar, o subcapsular del
cristalino o, en casos graves, a todo el cristalino, con una
diversidad de tipos de opacidad. Son una de las causas
principales de pérdida de vision en nifios en todo el mundo, y
son responsables de aproximadamente un tercio de las
cegueras en recién nacidos. Las cataratas congénitas pueden
conducir a ceguera permanente por la interferencia con el
enfoque nitido de la luz en la retina durante intervalos del
desarrollo cruciales. Las cristalinas no se renuevan a medida
que el cristalino envejece, lo que proporciona la posibilidad de
modificaciones postraduccionales u oxidaciones. Estas
modificaciones pueden cambiar las propiedades de solubilidad
de las cristalinas, y favorecen la catarata senil.

DCT/TYRP2 | dopacromo células Metabolismo de tirosina y biosintesis de melanina.
tautomerasa pigmentadas
(dopacromo
delta-isomerasa,
proteina
relacionada con
tirosina 2)

LHX2 LIM homeobox desarrollo/ Proteina reguladora transcripcional implicada en el control de
2 diferenciacion la diferenciacion celular en tipos celulares linfoides y

neuronales en desarrollo.

LIM2 proteina de la desarrollo ocular | Presente en las uniones mas gruesas de 16-17 nm de las
membrana células de las fibras del cristalino en mamiferos, en donde
intrinseca del puede contribuir a la organizacion de las uniones celulares.
cristalino 2, 19 Actiia como receptor para calmodulina. Puede desempeiar un
kDa papel importante en el desarrollo del cristalino y en la

cataratogénesis.

MITF factor de desarrollo del Factor de transcripcion para tirosinasa y proteina relacionada
transcripcion RPE con tirosinasa 1. Se une a una secuencia de ADN simétrica
asociado a (cajas E) (5-CACGTG-3') hallada en el promotor de tirosinasa.
microftalmia Desempefa un papel crucial en la diferenciacion de diversos

tipos de células, como melanocitos derivados de la cresta
neural, mastocitos, osteoclastos y epitelio pigmentado
retiniano derivado de la cipula éptica. Sumamente expresado
en el epitelio pigmentado retiniano.

OCA2 albinismo células Podria estar implicado en el transporte de tirosina, el precursor
oculocutaneo Il pigmentadas para la sintesis de melanina, en el melanocito. Regula el pH

(homdlogo de
dilucién de ojo
rosa, raton)

del melanosoma y la maduracion del melanosoma. Uno de los
componentes del sistema pigmentario de mamiferos. Parece
regular el procesamiento postraduccional de tirosinasa, que
cataliza la reaccion limitante en la sintesis de melanina. Puede
servir como punto de control clave en el que se determina la
variacion étnica del color de la piel. Determinante principal del
color de ojo marrén y/o azul. Los defectos en OCA2 son la
causa de albinismo oculocutaneo tipo Il (OCA2). OCA2 es una
forma autosdmica recesiva de albinismo, un trastorno de la
pigmentacion de la piel, pelo, y ojos. El fenotipo de los
pacientes con OCA2 en general es algo menos grave que en
los deficientes de tirosinasa OCA1. Hay varias formas de
OCA2, desde el OCA tipico hasta el "albinismo ocular
autosoémico recesivo" (AROA) relativamente leve. OCA2 es el
tipo mas prevalente de albinismo en todo el mundo. El gen
OCA2 esta localizado en el cromosoma 15 en 15911.2-q12
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OPN3

opsina 3

desarrollo ocular

Puede desempefiar un papel en la fotorrecepcién encefalica.
Se expresa intensamente en el cerebro. Se expresa
intensamente en el area predptica y en el nucleo
paraventricular del hipotalamo. Muestra una expresion con
una pauta clara en otras regiones del cerebro, y se enriquece
en regiones seleccionadas de la corteza cerebral, células de
Purkinje cerebelares, un subgrupo de neuronas estriadas,
nucleos talamicos seleccionados, y un subgrupo de
interneuronas del asta anterior de la médula espinal.

OPN5

opsina 5

desarrollo ocular

Asociada con la percepcion visual y la fototransduccion.

oTX2

homologo de
ortodenticulo 2
(Drosophila)

desarrollo
retiniano

Probablemente desempeifia un papel en el desarrollo del
cerebro y los 6rganos sensoriales. Los defectos en OTX2 son
la causa de la microftalmia sindrémica 5 (MCOPS5). La
microftalmia es un trastorno clinicamente heterogéneo de la
formacion del ojo, que oscila desde un tamafo pequefio de un
Unico ojo hasta una ausencia bilateral completa de los tejidos
oculares. Hasta un 80% de los casos de microftalmia se dan
junto con sindromes que incluyen anormalidades no oculares
tales como defectos cardiacos, hendiduras faciales,
microcefalia e hidrocefalia. Los pacientes con MCOPS5
manifiestan microftalmia unilateral o bilateral/anoftalmia clinica
y caracteristicas adicionales variables que incluyen coloboma,
microcornea, catarata, distrofia retiniana, hipoplasia o
agénesis del nervio 6ptico, agénesis del cuerpo calloso,
retraso del desarrollo, laxitud articular, hipotonia, y
convulsiones.

PAX6

gen Paired-box
6 (aniridia,
queratitis)

desarrollo del
RPE

Factor de transcripcién con funciones importantes en el
desarrollo del ojo, nariz, sistema nervioso central y pancreas.
Necesario para la diferenciacion de las células alfa de los
islotes pancreaticos (por similitud). Compite con PAX4 en la
unién a un elemento habitual en los promotores de glucagoén,
insulina y somatostatina (por similitud). La isoforma 5a parece
funcionar como un interruptor molecular que especifica los
genes objetivo. Los defectos en Pax6 dan como resultado
varios defectos y malformaciones del ojo.

PHC2

similar a
polihomedtica 2
(Drosophila)

desarrollo/
diferenciacion

Componente del complejo PRC1 de multiproteinas del grupo
Polycomb (PcG), un complejo necesario para mantener el
estado represivo transcripcional de muchos genes, que
incluyen los genes Hox, a lo largo del desarrollo. El complejo
PRC1 pcG actua por medio de la remodelacion de la
cromatina y la modificacion de histonas; media en la
monoubiquitinacion de la histona H2A "Lys-119", lo que
cambia de manera heredable el grado de expresion de la
cromatina.

PKNOX2

PBX/Homeobox
2 anudado 1

desarrollo/
diferenciacion

Se sabe que esta implicado en el desarrollo y puede controlar,
junto con MEIS, Pax6.

PRKCA

proteina
quinasa C, alfa

sefalizacion
celular

Muy importante para las rutas de sefializacion celular, tales
como las rutas de MAPK, Wnt, PI3, VEGF y Calcio.

PROX1

homeobox
relacionado con
prospero 1

desarrollo ocular

Puede desempefiar un papel fundamental en el desarrollo
temprano del SNC. Puede regular la expresion génica y el
desarrollo de neuronas jovenes indiferenciadas posmitéticas.
Sumamente expresado en el cristalino, la retina, y el pancreas.

PRRX1

homeobox de
tipo emparejado
1

desarrollo/
diferenciacion

Necesario para el desarrollo. Coactivador de la transcripcion,
que incrementa la actividad de unién al ADN del factor de
respuesta del suero.

acido retinoico
inducido 1

desarrollo/
diferenciacion

Puede funcionar como un regulador transcripcional. Regula la
transcripcion por medio de la remodelacion de la cromatina
interaccionando con otras proteinas de la cromatina, asi como
proteinas de la maquinaria transcripcional basica. Puede ser
importante para el desarrollo embrionario y posnatal. Puede
estar implicado en la diferenciacién neuronal.
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RARA receptor de desarrollo/ Es un receptor de acido retinoico. Este metabolito tiene
acido retinoico, diferenciacion efectos profundos en el desarrollo de vertebrados. Este
alfa receptor controla la funcion celular regulando directamente la

expresion génica.

RARB receptor de desarrollo/ Es un receptor de acido retinoico. Este metabolito tiene
acido retinoico, diferenciacion efectos profundos en el desarrollo de vertebrados. Este
beta receptor controla la funcién celular regulando directamente la

expresion génica.

RARRES1 molécula de desarrollo/ Asociado con la diferenciacién y el control de la proliferacion
respuesta al diferenciacion celular. Puede ser un regulador del crecimiento que media
receptor de algunos de los efectos supresores del crecimiento de los
acido retinoico retinoides.

(inducido por
tazaroteno) 1

RAX homeobox de la | desarrollo ocular | Desempefia un papel crucial en la formacién del ojo regulando
retina y del la especificacion inicial de las células retinianas y/o su
pliegue neural proliferacién posterior. Se une al elemento conservado de
anterior fotorreceptores | (PCE-1/Ret 1) en el promotor de arrestina

especifico de células fotorreceptoras.

RB1 retinoblastoma 1 | desarrollo/ Un regulador importante de otros genes y del crecimiento
(que incluye diferenciacion celular. Los defectos en RB1 son la causa del retinoblastoma
osteosarcoma) infantil (RB). RB es un tumor maligno congénito que surge en

las capas nucleares de la retina.

RDH5 retinol desarrollo del retinol deshidrogenasa 5,11-cis, expresada en el epitelio
deshidrogenasa | RPE pigmentado retiniano, anteriormente RDH1. 11-cis retinol
5 (11-cis/9-cis) deshidrogenasa estereoespecifica, que cataliza la etapa final

en la biosintesis de 11-cis retinaldehido, el croméforo
universal de los pigmentos visuales. Abundante en el epitelio
pigmentado retiniano. Los defectos en RDH5 son una causa
de fundus albipunctatus (FA). FA es una forma poco frecuente
de ceguera nocturna estacionaria caracterizada por un retraso
en la regeneracion de los fotopigmentos de los conos y los
bastones.

RGR receptor desarrollo del Preferentemente expresado a niveles elevados en el epitelio
acoplado a RPE pigmentado retiniano (RPE) y en las células de Mueller de la
proteina G retina neural. Relacionado con la opsina retiniana, (homdlogo
retiniana de rodopsina) expresada en el epitelio pigmentado retiniano,

que codifica un retinaldehido, preferentemente retinal todo-
trans, proteina de unién, superfamilia de receptores acoplados
a proteina G.

RLBP1/CRA | proteina de desarrollo del Porta 11-cis-retinol y 11-cis-retinaldehido como ligandos

LBP1 unién a RPE enddgenos y puede ser un componente funcional del ciclo
retinaldehido 1 visual. Los defectos en RLBP1 son una causa de la retinosis

pigmentaria autosémica recesiva (arRP). La retinosis
pigmentaria (RP) conduce a la degeneracion de las células
fotorreceptoras retinianas. Los defectos en RLBP1 son la
causa de distrofia retiniana de Bothnia, también conocida
como distrofia de Vasterbotten. Es otra forma de retinosis
pigmentaria autosémica recesiva. Los defectos en RLBP1 son
la causa de distrofia de conos-bastones de Newfoundland
(NFRCD). NFRCD es una distrofia retiniana reminiscente de la
retinitis punctata albescens, pero con una edad
sustancialmente inferior de inicio y una progresién mas rapida
y caracteristica.

RPE65 proteina desarrollo del Especifico del epitelio pigmentado retiniano. La proteina
especifica del RPE especifica del epitelio pigmentado retiniano 65, principalmente
epitelio microsomal, tiene un papel menor en la isomerizacion del
pigmentado retinal todo trans a 11-cis, asociada con el reticulo

retiniano de 65
kDa

endoplasmico, también expresada en las células tumorales
renales. Desempefia papeles importantes en la produccion de
11-cis retinal y en la regeneracion pigmentaria visual.
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RRH homologo de desarrollo del Hallado solamente en el ojo, donde se localiza en el epitelio
rodopsina RPE pigmentario retiniano (RPE). En el RPE, se localiza en las
derivado del microvellosidades que rodean los segmentos externos de los
epitelio fotorreceptores. Puede desempeiiar un papel en la fisiologia
pigmentario del RPE detectando la luz directamente o monitorizando la
retiniano concentracion de retinoides u otros compuestos derivados de

fotorreceptores.

RTN1 reticulon 1 desarrollo/ Expresado en los tejidos neuronales y neuroendocrinos y en

diferenciacion los cultivos celulares derivados de ellos. La expresion de la
isoforma RTN1-C se correlaciona claramente con la
diferenciacion neuronal.

RXRB receptor de desarrollo/ Receptor de hormonas nuclear. Implicado en la ruta de
retinoide X, beta | diferenciacion respuesta a acido retinoico. Se une a acido 9-cis retinoico (9C-

RA), miembro obligado de los receptores nucleares
heterodiméricos, superfamilia de receptores
esteroidesi/tiroides/retinoicos.

RXRG receptor de desarrollo/ Receptor de hormonas nuclear. Implicado en la ruta de
retinoide X, diferenciacion respuesta a acido retinoico. Se une a acido 9-cis retinoico (9C-
gamma RA), miembro obligado de los receptores nucleares

heterodiméricos, superfamilia de receptores
esteroides/tiroides/retinoicos.

SERPINF1/ | inhibidor de desarrollo del Expresion especifica en las células epiteliales pigmentarias

PEDF serpina RPE retinianas y el plasma sanguineo. Proteina neurotrofica;
peptidasa, clado induce una diferenciacion neuronal exhaustiva en las células
F (antiplasmina de retinoblastoma.
alfa-2, factor
derivado de
epitelio
pigmentario),
miembro 1

SIX3 sine oculis desarrollo ocular | Expresado durante el desarrollo ocular en la linea media del
homeobox prosenceéfalo y en la region anterior de la placa neural,
homologo 3 especialmente en la retina interna y mas tarde en las células
(Drosophila) ganglionares y en las células de la capa nuclear interna,

implicado en la regulacion del desarrollo ocular.

SOX10 SRY (region desarrollo/ Factor de transcripcién que parece funcionar de manera
determinante diferenciacion sinérgica con otras proteinas asociadas al desarrollo. Podria
del sexo Y)-caja conferir especificidad celular a la funcion de otros factores de
10 transcripcion en la glia en desarrollo y madura.

SOX5 SRY (region desarrollo/ La expresion esta asociada con el desarrollo craneofacial,
determinante diferenciacion esquelético y de cartilagos, y se expresa a alto nivel en
del sexo Y)-caja cerebro, testiculo y diversos tejidos.

5

SOX6 SRY (region desarrollo/ La expresion esta asociada con el desarrollo craneofacial,
determinante diferenciacion esquelético y de cartilagos, y se expresa a alto nivel en
del sexo Y)-caja cerebro, testiculo y diversos tejidos.

6

SOX8 SRY (region desarrollo/ Puede desempefiar un papel en el desarrollo facial, del
determinante diferenciacion sistema nervioso central, y las extremidades.
del sexo Y)-caja
8

SOX9 SRY (region desarrollo/ Desempeiia un papel importante en el desarrollo normal.

determinante
del sexo Y)-caja
9 (displasia
campomélica,
reversion sexual
autosomica)

diferenciacion

Puede regular la expresion de otros genes implicados en la
formacion esquelética y de cartilagos actuando como factor de
transcripcion para estos genes.
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TIMP3

Inhibidor de desarrollo del
TIMP RPE
metalopeptidasa
3 (distrofia del
fondo de ojo de
Sorsby,
pseudoinflamato
ria)

Metaloproteinasa de la matriz, inhibidor tisular 3, expresado en
el epitelio pigmentario retiniano, placenta, localizado en la
matriz extracelular. Se compleja con metaloproteinasas (tales
como colagenasas) y las inactiva irreversiblemente. Puede
formar parte de una respuesta aguda especifica de tejido a
estimulos de remodelacion. Los defectos en TIMP3 son la
causa de la distrofia de fondo de ojo de Sorsby (SFD). SFD es
un trastorno macular autosémico dominante poco frecuente,
con una edad de inicio en la cuarta década. Se caracteriza por
la pérdida de la visién central por la neovascularizacion
subretiniana y la atrofia de los tejidos oculares.

TTR

transtiretina (prealbumina,
amiloidosis tipo I)

Proteina de unién a hormona tiroidea. Probablemente
transporta tiroxina del torrente sanguineo al cerebro. Los
defectos en TTR son la causa de la amiloidosis VII; también
conocida como amiloidosis leptomeningea o amiloidosis
meningocerebrovascular. La amiloidosis leptomeningea es
diferente de otras formas de amiloidosis por transtiretina
porque exhibe una implicacién primaria del sistema nervioso
central. El examen neuropatolégico muestra amiloide en las
paredes de los vasos leptomeningeos, en depdsitos en la pia
aracnoide, y subpiales. Algunos pacientes también desarrollan
depdsitos amiloides vitreos que conducen a deterioro visual
(amiloidosis oculoleptomeningea).

TYR

tirosinasa células
(albinismo pigmentadas
oculocutaneo
IA)

Esta es una oxidasa que contiene cobre que funciona en la
formacion de pigmentos, tales como melaninas y otros
compuestos polifendlicos. Los defectos en TYR son la causa
del albinismo oculocutaneo tipo 1A (OCA-IA). OCA-I, también
conocido como albinismo oculocutaneo negativo para
tirosinasa, es un trastorno autosémico recesivo caracterizado
por la ausencia de pigmento en pelo, piel y ojos. OCA-| se
divide en 2 tipos: tipo IA, caracterizado por la carencia
completa de actividad tirosinasa debido a la produccién de una
enzima inactiva, y tipo I1B, caracterizado por una actividad
reducida de tirosinasa. Los pacientes de OCA-IA presentan
una ausencia durante toda su vida del pigmento melanina tras
el parto, y manifiestan una sensibilidad incrementada a la
radiacion ultravioleta y una predisposicion al cancer de piel.
Los defectos en TYR son la causa del albinismo oculocutaneo
tipo IB (OCA-IB); también conocido como albinismo tipo
mutante amarillo. Los pacientes de OCA-IB tienen pelo blanco
en el parto, que rapidamente se vuelve amarillo o rubio.

TYRP1

proteina células
relacionada con | pigmentadas
tirosinasa 1

Expresion especifica en células pigmentarias. Oxidacion de
acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA) en acido indol-
5,6-quinona-2-carboxilico. Puede regular o influir en el tipo de
melanina sintetizada. Los defectos en TYRP1 son la causa del
albinismo oculocutaneo de Rufous (ROCA). ROCA se da en
negros, y se caracteriza por una coloracion roja cobriza
brillante de la piel y del pelo y la dilucion del color del iris. Los
defectos en TYRP1 son la causa de albinismo oculocutaneo
tipo Il (OCA-III); también conocido como OCA3. OCA-Ill es
una forma de albinismo con una reduccién solamente
moderada de pigmento. Los individuos con OCA-IIl se
reconocen por su piel rojiza y el color del pelo.
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Tabla 3. Genes inhibidos de interés informados en las micromatrices

Simbolo del | Nombre del Gen | Asociado con Descripcion

Gen

ALPL fosfatasa células ES La expresion elevada de esta enzima esta asociada con la
alcalina célula madre pluripotente indiferenciada.

CECR2 region del Parte del complejo CERF (factor de remodelacion que
cromosoma del contiene CECR?2), que facilita la perturbacién de la estructura
sindrome de ojo de la cromatina de una manera dependiente de ATP. Puede
de gato, estar implicado por medio de su interaccién con LRPPRC en
candidato 2 la integracion de la red citoesquelética con el trafico vesicular,

el transporte nucleocitosolico, la transcripcion, la remodelacion
cromosomica Y la citocinesis. Los trastornos del desarrollo
estan asociados con la duplicacion del gen.

DCAMKL1 doblecortina 'y Desarrollo Probable quinasa que puede estar implicada en un ruta de
CaM quinasa embrionario sefializacion de calcio que controla la migracién neuronal en el
tipo 1 cerebro en desarrollo.

DPPA2 proteina células ES Puede desempefiar un papel en el mantenimiento de la
asociada a pluripotencialidad celular.
pluripotencia del
desarrollo 2

DPPA3 proteina células ES Puede desempefiar un papel en el mantenimiento de la
asociada a pluripotencialidad celular.
pluripotencia del
desarrollo 3

DPPA4 proteina células ES Puede indicar la pluripotencialidad celular.
asociada a
pluripotencia del
desarrollo 4

DPPA5/ proteina células ES Marcador de células madre embrionarias.

Esg1 asociada a
pluripotencia del
desarrollo 5/gen
especifico de
células madre
embrionarias 1

FOXD3 caja Forkhead Pluripotencia Necesario para el mantenimiento de las células pluripotentes
D3 en las etapas de pre-implantacion y peri-implantacion de la

embriogénesis.

L1TD1ECAT | Transcrito células ES Marcador de células madre embrionarias.

11 asociado a
células 1/ES 11
que contiene un
dominio
transposasa tipo
LINE-1

NANOG homeobox células ES Marcador de células madre embrionarias. Regulador de la
Nanog transcripcion implicado en la proliferacién de la masa celular

interna y las células madre embrionarias (ES) y la auto-
renovacion. Impone la pluripotencia en las células ES y
previene su diferenciacion hacia los linajes de endodermo y
trofectodermo extraembronario.

NCAM1 molécula de Neuroprogenito- | Esta proteina es una molécula de adhesion celular implicada
adhesion celular | res en la adhesion neurona-neurona, la fasciculacion de neuritas,
neuronal 1 el brote de neuiritas, etc.

NES/ nestina células ES Células progenitoras neuronales.

Nestina

NODAL nodal Desarrollo Esencial para la formacion del mesodermo y la formacion del

embrionario patrén axial durante el desarrollo embrionario.
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NR5A2/FTF | subfamilia de Desarrollo Puede contribuir al desarrollo y la regulacion de genes
receptores embrionario especificos del higado y del pancreas y desempefiar papeles
nucleares 5, importantes en el desarrollo embrionario.
grupo A,
miembro 2

POU5F1/0Oc | dominio POU, células ES Marcador de células madre embrionarias. Indicador de

t-3/4 clase 5, factor "troncalidad". Factor de transcripcién que se une al motivo
de transcripcion octamérico (5-ATTTGCAT-3'). Candidato principal para un
1 gen de control del desarrollo temprano.

SOX17 SRY (region Inhibidor de la Regulador negativo de la ruta de sefalizacion de Wnt.
determinante del | diferenciacion
sexo Y)-caja 17

SOX2 SRY (region células ES Indicador de "rigurosidad”. Expresado en la masa celular
determinante del interna, el ectodermo primitivo y el SNC en desarrollo.
sexo Y)-caja 2

TBX3 T-box 3 Desarrollo Represor transcripcional implicado en procesos del desarrollo.
(sindrome ulnar | embrionario Homodlogo del gen T-box murino Tbx3 (T, braquiuria),
mamario) supuesto factor de transcripcion, emparejado con TBXS5,

homologo al gen optomotor-ceguera (omb) de Drosophila,
implicado en el desarrollo del I6bulo éptico y las alas,
implicado en la regulacion del desarrollo, expresado en las
extremidades anteriores y posteriores de embriones de raton,
expresado de manera generalizada en los adultos

TDGF1/ factor de células ES Indicador de "rigurosidad”. Podria desempefiar un papel en la

Cripto-1 crecimiento determinacion de las células epiblasticas que dan lugar
derivado de posteriormente al mesodermo.
teratocarcinoma
1

TEK/VMCM | TEK tirosina Progenitores Esta proteina es una proteina receptor transmembrana con
quinasa, endoteliales tirosina quinasa para angiopoyetina 1. Puede constituir el
endotelial tempranos marcador de linaje celular endotelial mamifero mas temprano.
(malformaciones Probablemente regula la proliferacion celular endotelial, la
venosas, diferenciacion y guia la formacion del patrén adecuado de
multiples células endoteliales durante la formacion de vasos sanguineos
cutaneas y
mucosas)

TUBB2A, tubulina, beta neuroprogenito- | La tubulina es el constituyente principal de los microtubulos.

TuBB2B 2A, tubulina, res Se une a dos moles de GTP, uno en un sitio intercambiable en
beta 2B la cadena beta y uno en un sitio no intercambiable en la

cadena alfa. A menudo asociado con la formacion de uniones
en hendidura en las células neuronales.

TUBB2A, tubulina, beta neuroprogenito- | La tubulina es el constituyente principal de los microtubulos.

TUBB2B, 2A, tubulina, res Se une a dos moles de GTP, uno en un sitio intercambiable en

TUBB2C, beta 2B, la cadena beta y uno en un sitio no intercambiable en la

TUBBS, tubulina, beta cadena alfa. A menudo asociado con la formacion de uniones

TUBB4 2C, tubulina, en hendidura en las células neuronales.
beta 3, tubulina,
beta 4

TUBB3 tubulina, beta 3 neuroprogenito- | La tubulina es el constituyente principal de los microtubulos.

res Se une a dos moles de GTP, uno en un sitio intercambiable en
la cadena beta y uno en un sitio no intercambiable en la
cadena alfa. A menudo asociado con la formacion de uniones
en hendidura en las células neuronales.

TWIST1 homologo Twist | Inhibidor de la Probable factor de transcripcion, que regula negativamente la

1

diferenciacion

determinacion y diferenciacion celular.

36




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2764473 T3

UTF1 factor de células ES Marcador de células madre embrionarias. Actia como un
transcripcion de coactivador transcripcional de ATF2.
células
embrionarias

indiferenciadas
1

VSNLA1 visinina tipo 1 Inhibidor de Regula la inhibicion de la fosforilacion de rodopsina.
rodopsina

ZFP42/Rex- | proteina de células ES Marcador de células madre embrionarias.

1 dedo de zinc 42

La presente descripcion demuestra que las células RPE humanas se pueden diferenciar y expandir de manera fiable
a partir de células ES humanas en condiciones bien definidas y reproducibles, que representan una fuente inagotable
de células para los pacientes con trastornos degenerativos retinianos. La concentracion de estas células no estaria
limitada por la disponibilidad, sino que se podria titular para las necesidades clinicas precisas del individuo. También
seria posible la infusién o trasplante repetido de la misma poblacion de células a lo largo de la vida del paciente si el
médico lo considerase necesario. Ademas, la capacidad de crear bancos de lineas de hES de HLA coincidente o de
complejidad de HLA reducida a partir de las cuales se pudieran producir células RPE potencialmente podria reducir o
eliminar totalmente la necesidad de farmacos inmunosupresores y/o protocolos inmunomoduladores.

Esta descripcion también demuestra que las células RPE diferenciadas mediante los métodos descritos en la presente
memoria expresan multiples genes que no se expresan en las células hES, las células RPE fetales, o las células
ARPE-19. La huella molecular exclusiva de mARN y la expresion de proteinas en las células RPE derivadas de células
ES de la invencion constituye un grupo de marcadores, tales como RPE-65, Bestrofina, PEDF, CRABLP, Otx2, Mit-F,
PAX6 y PAX2, que hacen que estas células RPE sean diferentes de las células de la técnica, tales como las células
hES, las células ARPE-19, y las células RPE fetales.

Ejemplo de Referencia 6: Restablecimiento de la funcidn visual mediante el uso de células RPE de derivadas de
células madre embrionarias

Ciertas enfermedades retinianas se caracterizan por la degeneracion del epitelio pigmentario retiniano (RPE), lo que
a su vez da como resultado la pérdida de fotorreceptores. Los ejemplos incluyen la distrofia macular de Stargardt en
los seres humanos y la distrofia determinada genéticamente en la rata del Royal College of Surgeons (RCS). Tal
proceso también puede desempefiar un papel en la degeneracion macular, que afecta a mas de 10 millones de
personas solamente en los EE.UU.

Se investigaron las condiciones en las que las células RPE humanas sumamente caracterizadas derivadas de lineas
de células madre embrionarias y fabricadas en condiciones que cumplian las BPF pudieron rescatar de manera éptima
la funcidn visual en la rata RCS. Se inyectaron células RPE derivadas de MAO1 y MAQ9 en el espacio subretiniano de
ratas RCS de 23 dias de vida (P23), mantenidas postoperatoriamente con inmunosupresion con ciclosporina A oral.
La eficacia funcional se analiz6 mediante la agudeza optomotora umbral y los umbrales de luminancia registrados en
el coliculo superior. Todos los ojos tratados se compararon con ojos con simulacién de inyeccion y sin tratar. El examen
histoldgico se llevo a cabo tras estos estudios funcionales.

Los resultados experimentales mostraron una dosis-respuesta clara en ratas RCS. La administracion de una
preparacion que comprendio 5x10* células RPE solamente proporciond umbrales optomotores ligeramente mejores
que los tratamientos simulados, mientras una preparacion que comprendid 2x10° células RPE proporciond un
rendimiento mejorado frente a los controles. Las preparaciones que comprendieron 5x10° células RPE produjeron un
rendimiento superior que se mantuvo a lo largo del tiempo. Los animales mostraron un umbral de 0,48 c/d a P60,
significativamente mejor (p<0,001) que los tratamientos simulados (0,26 c/d), y algunos ojos tratados mostraron
umbrales normales (0,6 c/d) y por encima de 0,5 c/d en los mejores casos a P90 (los animales con tratamiento simulado
y sin tratar proporcionaron una cantidad de 0,16 c/d, un nivel que indicé un deterioro visual sustancial).

Los registros en el coliculo superior a P94 también mostraron respuestas de umbrales de luminancia mucho menores
en los ojos a los que se inyectaron células RPE, con ciertos registros individuales en el intervalo normal. Los estudios
histolégicos mostraron las células donantes dispuestas en forma de una capa semi-continua de células pigmentadas,
en posicion inmediatamente interna respecto del RPE enddgeno del hospedador. Las células RPE donantes fueron
positivas para RPEB5 y bestrofina, lo que indica que las células trasplantadas fueron células RPE, y que las células
mantienen su destino celular tras el trasplante.

Ademas, los animales trasplantados mantuvieron el grosor de fotorreceptores en comparaciéon con los animales de
control. Los fotorreceptores en los animales con tratamiento con RPE tuvieron un grosor de 4-5 células en el area
rescatada, comparado con solamente una Unica capa en los controles simulados y sin tratar.

Los resultados indican que las células RPE bien caracterizadas derivadas de células madre embrionarias y fabricadas
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en condiciones de BPF sobreviven tras el trasplante al espacio subretiniano de ratas RCS, no migran a la retina y
contindan expresando moléculas caracteristicas de RPE. De manera mas importante, alcanzan un restablecimiento
significativo de la funcién visual de una manera dependiente de la dosis en un modelo animal de degeneracion de
fotorreceptores. Los datos sugieren ademas que estas células pueden ser eficaces para limitar y/o revertir el deterioro
de la vision que acompanfa a la degeneracion de los fotorreceptores mediada por RPE en una enfermedad humana.
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Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar usando nada mas que la experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes para las realizaciones especificas de la invencién descritas en la presente memoria.
Las siguientes reivindicaciones pretenden abarcar tales equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de células epiteliales pigmentarias retinianas (RPE) a partir de células pluripotentes
humanas, caracterizado por que el método comprende:

a) cultivar células pluripotentes humanas durante 7-14 dias para formar cuerpos embrioides en un
cultivo en suspension en un medio que comprende menos del 5% de proteinas de origen animal;

b) cultivar los cuerpos embrioides en forma de un cultivo adherente en un medio que comprende menos
del 5% de proteinas de origen animal, por lo que las células RPE aparecen en 14-28 dias de cultivo
adherente;

c) seleccionar las células RPE del cultivo de la etapa (b);

d) cultivar las células RPE seleccionadas en la etapa (c) en un medio que comprende uno o mas

factores seleccionados del grupo que consiste en EGF, bFGF, VEGF y factor de crecimiento similar
a insulina recombinante; y

e) cultivar las células RPE de la etapa (d) para estimular su maduracion, y de ese modo producir un
cultivo que comprende células RPE.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas cultivar las células RPE de la etapa (e) para producir
un cultivo de células RPE maduras.

3. El método de la reivindicacion 1 0 2, en el que el medio de la etapa (a) contiene un suplemento B-27 sin suero
y el medio de la etapa (b) no contiene un suplemento B-27 sin suero.

4, El método de la reivindicacion 1, en el que el medio de la etapa (d) comprende ademas uno o mas factores
seleccionados del grupo que consiste en: heparina, hidrocortisona, y acido ascérbico.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que los cuerpos embrioides de la etapa (b) se
cultivan durante 28 dias o mas.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la etapa (c) comprende poner en contacto el
cultivo de la etapa (b) con una enzima que provoca que las células RPE se desprendan del cultivo adherente, y
seleccionar las células pigmentadas desprendidas o los agrupamientos celulares desprendidos que contienen células
pigmentadas.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dicha enzima se selecciona del grupo que consiste en colagenasa
IV y dispasa.
8. El método de la reivindicacion 1, en el que las células madre pluripotentes humanas se seleccionan del grupo

que consiste en células madre pluripotentes inducidas (iPS) y células madre embrionarias.

9. El método de la reivindicacion 7, en el que la etapa (c) comprende ademas disociar los agrupamientos
celulares seleccionados que contienen células pigmentadas, y de ese modo se forma una suspension de células
individuales que comprende células RPE.
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Figura 4
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RPE maduras frente a hES
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Figura 5
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Figura 7
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