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DESCRIPCION
Unidad tridimensional hueca de tejido retiniano y uso en el tratamiento de retinopatias
Campo técnico

La presente invencién se refiere al tratamiento de las enfermedades de la retina, en particular mediante el uso de
unidades de tejido especificas que comprenden al menos un epitelio pigmentario retiniano. La invencién también se
refiere a un procedimiento de preparacion de estas unidades de tejido asi como a kits de implantacién en el ojo de
estas unidades de tejido para realizar injertos de la totalidad o parte de la retina.

Técnica anterior

Las enfermedades de la retina, o retinopatias, constituyen una de las principales causas debilidad visual a nivel
mundial. La retina, que recubre el fondo del ojo, esta constituida concretamente por células epiteliales pigmentarias y
por células nerviosas que reciben la luz. Estas células nerviosas convierten la luz en sefiales eléctricas que transitan
hacia el cerebro a través del nervio optico. Cuando las células de la retina, en particular del epitelio pigmentario
retiniano, se degeneran o ya no funcionan, aparecen zonas ciegas del campo de vision.

Las retinopatias pueden tener diversos origenes: concretamente pueden estar asociadas al envejecimiento, tales
como la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE), ser hereditarias, tales como la retinopatia pigmentaria o
la distrofia retiniana, estar asociadas a un traumatismo tales como la retinopatia solar, o derivar de otra patologia, tales
como la retinopatia diabética o la retinopatia hipertensiva.

La DMAE representa la primera causa de debilidad visual en las personas ancianas. Esta patologia se debe a la
afeccion de la macula, zona central de la retina, que transmite la parte esencial de la informacién visual al cerebro. Se
traduce por la aparicién de una mancha ciega en el centro del campo de visién. La DMAE puede presentarse en dos
formas:

- una forme seca o atréfica: esta caracterizada por la desaparicion progresiva de las células de la macula. Por
tanto, evoluciona lentamente y constituye la forma mas frecuente de DMAE;

- una forma himeda o exudativa: esta caracterizada por la formacién de vasos sanguineos anémalos bajo la
retina que conducen concretamente a su desprendimiento.

Actualmente no existe ningun tratamiento contra la forma seca de DMAE. El dnico medio usado es retardarla tomando
complementos alimentarios (vitaminas C, E y minerales antioxidantes). Desde hace algunos afios, para la DMAE
humeda, si la enfermedad no esta en un estadio demasiado avanzado, una inyeccién en el ojo de un medicamento
que bloquea la proliferacion de los vasos puede permitir una mejora de la enfermedad, pero este tratamiento necesita
una inyeccion mensual y no permite obtener resultados completamente satisfactorios.

La retinopatia pigmentaria es una enfermedad genética que puede ser de origen hereditario. Esta caracterizada por
una degeneracién de las células de la retina asociada a la mutacion de uno o varios genes. La evolucién de la
enfermedad es lenta hasta provocar una ceguera y, por el momento, no existe ningun tratamiento.

La retinopatia diabética es una afeccion retiniana que se produce en el contexto de una diabetes. Esta asociada a la
concentracién excesiva de azucar a nivel de los pequefios vasos sanguineos de la retina, lo cual conduce a su
degradacion. La falta de aporte de oxigeno induce la formacién de nuevos vasos sanguineos, mas fragiles. Su ruptura
y las microhemorragias que se producen pueden conducir a un desprendimiento de la retina. Como para la forma
humeda de la DMAE, es posible realizar inyecciones de medicamentos antiangiogénesis, pero este tratamiento no
funciona bien. También puede realizarse un tratamiento por laser para quemar los vasos anémalos, pero la eficacia
es limitada.

Recientemente se han descrito nuevos enfoques terapéuticos con el objetivo de tratamiento de las enfermedades de
la retina.

Recientes ensayos terapéuticos han explorado la posibilidad de colocar un implante retiniano (retina artificial), pero la
resolucion de este implante sigue siendo baja.

También se han llevado a cabo ensayos de terapia celular con el objetivo de sustituir las células de la retina que se
han degenerado por células madre que pueden diferenciarse para dar células epiteliales, neurales o vasculares de la
retina (hRPC o “human retinal progenitor cells”, células progenitoras retinianas humanas). No obstante, en la
actualidad ningun ensayo ha resultado concluyente, en particular no se controla la diferenciacién celular tras la
implantacién y la inyeccién intravitrea que es la via de administracion sometida a prueba no corresponde a un
mecanismo fisiologico, lo cual ha conducido a efectos secundarios no deseados

(https:/clinicaltrials.gov/ct2/show/results/NCT02320812). Por otro lado, estas células progenitoras existen in vivo en
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el ser humano sin que permitan una regeneracion de la retina adulta (Tang y col. “Progress of stem/progenitor cell-
based therapy for retinal degeneration” Journal of Translational Medicine, 10 de mayo de 2017).

Por otro lado, se han descrito membranas o laminas de células retinianas para su uso como implante. Es el caso de
la solicitud US20160310637 o incluso de la solicitud EP2570139 que describen membranas o laminas de células de
retina obtenidas a partir de células retinianas extraidas de ser humano y cultivadas, estando dichas membranas o
laminas destinadas a implantarse en el ojo. No obstante, esta tecnologia no ha sido satisfactoria ya que necesita
producir un nimero muy importante de células con respecto al nimero de células injertadas (8 lotes producidos para
permitir los controles de calidad y la mayoria de las células en cada lote no se posicionan en el implante), ademas, la
implantacion requiere realizar una cirugia larga y compleja que requiere una experiencia de injerto especifica por parte
del profesional y muy invasiva para el paciente.

La solicitud EP3211071 también describe tejidos retinianos en forma de agregados en suspension obtenidos a partir
de células madre pluripotentes. A continuacidon se inyecta la suspensién en el ojo. Esta solucién tampoco es
satisfactoria ya que la inyeccién no permite conservar una estructuracién funcional (concretamente una polarizacién
funcional): i} en el caso del epitelio pigmentario en el que la cara apical de las células debe presentarse frente a
segmentos externos de los fotorreceptores del injerto, limitando la supervivencia y la funcionalidad del injerto ii) en el
caso de los fotorreceptores el segmento externo debe estar posicionado hacia el exterior del ojo con respecto a células
del epitelio pigmentario y la terminacién sinaptica debe estar orientada hacia el centro del ojo para conectarse con el
resto de la retina neutra). Ademas, esta técnica requiere la inyeccién de un volumen importante de liquido en el 0jo, y
conduce, como con todas las demas soluciones de la técnica anterior, a un desprendimiento de la retina importante,
en una zona mas grande que la zona que debe tratarse, con el riesgo de provocar hemorragias locales durante la
incision o la inyeccion. Las soluciones actuales requieren ademas la realizacion de tres o cuatro incisiones tal como
se describe en Zarbin y col. (“Concise Review: Update on Retinal Pigment Epithelium Transplantation for Age-Related
Macular Degeneration”, Stem Cells Translational Medicine, 2019; 8: 466-477). El documento WO 2017/176810
describe una unidad de tejido retiniano tridimensional que comprende una estructura laminar concéntrica que
comprende un centro de células de epitelio pigmentario retiniano, una capa de RGC, una capa de neuronas retinianas
de segundo orden, una capa de fotorreceptores y una capa de células de epitelio pigmentario retiniano asi como un
hidrogel.

El objetivo de la invencién es aliviar estos diferentes problemas de la técnica anterior y proponer una solucién para la
implantacion facil, rapida y poco invasiva, de células de retina correctamente polarizadas, y su integracién en el 6rgano
huésped, de manera que se sustituyen de manera duradera y segura las células retinianas que se han degenerado
en pacientes afectados por patologias degenerativas de la retina.

Resumen de la invencion

Segun la invencién, la eficacia del injerto de tejidos retinianos depende en gran medida de la correcta incorporacién in
situ (concretamente polarizacion apico-basal correcta) del injerto mediante la adhesion de la cara basal de las células
del epitelio pigmentario a nivel de la membrana de Bruch. Por ello, para responder al objetivo de la invencion, los
inventores han puesto a punto redes tridimensionales celulares huecas particulares que comprenden al menos una
capa de células de epitelio pigmentario retiniano humanas vivas diferenciadas, organizadas alrededor de una luz,
teniendo dichas células del epitelio pigmentario retiniano sus caras basales orientadas hacia el exterior. Esta unidad
de tejido también comprende preferiblemente una capa exterior de matriz extracelular a nivel de la cara basal de las
células de epitelio pigmentario retiniano que favorece la integracion y la supervivencia de las células, una vez
inyectadas en el ojo. La unidad de tejido segun la invencién también puede contener otras células retinianas,
organizadas en forma de una o varias capas en el interior de la capa de células de epitelio pigmentario retiniano, en
la luz interna, es decir, a nivel de la cara apical de las células de epitelio pigmentario retiniano. Estas otras células
forman preferiblemente la totalidad o parte de un tejido neural retiniano.

Por tanto, la invencién tiene por objeto una unidad de tejido tridimensional hueca, que comprende, organizada
alrededor de una luz interna, al menos una capa de células de epitelio pigmentario retiniano humanas vivas
diferenciadas en la que la cara basal de cada célula de epitelio pigmentario retiniano esta posicionada hacia el exterior
y la cara apical hacia la luz interna. La unidad de tejido segun la invencién se presenta preferiblemente en forma de
un ovoide hueco, de un cilindro hueco, de un esferoide hueco o de una esfera hueca, o de una seccién de estos
elementos segun un plano.

La invencién también tiene por objeto una unidad de tejido tridimensional hueca de este tipo para su uso en el
tratamiento de las enfermedades de la retina, en particular mediante implantacién en el ojo, a nivel de la membrana
de Bruch.

Ventajosamente, al realizarse el injerto con unidades de tejido retiniano segun la invencion, organizadas y de tamafio
submilimétrico, la intervencién no requiere el posicionamiento preciso de un Unico injerto como en la técnica anterior.
Esto limita la necesidad de desprendimiento (posiblemente traumatico) de la retina y, por consiguiente, también la
intensidad del drenaje del humor vitreo del ojo. Ademas, la invencién tiene la ventaja de poder limitar la intervencion
quirdrgica a una unica incisién del ojo frente a tres a cuatro en la actualidad.
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Ademas, la polarizacién de la capa de epitelio pigmentario retiniano (cara basal hacia el exterior y la cara apical hacia
la luz interna) permite que las unidades de tejido retiniano se posicionen correctamente cuando se injertan en el ojo y
garantizar el éxito del injerto. En efecto, gracias al posicionamiento de su cara basal en el lado exterior, las unidades
de tejido retiniano segun la invencién se unen a la matriz extracelular del fondo del ojo (membrana de Brusch)
emitiendo células adherentes al sustrato que migran y forman una monocapa.

La invencién también tiene por objeto un procedimiento de preparacion de una unidad de tejido retiniano tridimensional
hueca que comprende las etapas que consisten en:

- producir un microcompartimento celular que comprende, en el interior de una céapsula de hidrogel:

células de epitelio pigmentario retiniano y eventualmente otras células retinianas, o
* células adecuadas para diferenciarse para dar células de epitelio pigmentario retiniano y eventualmente para
dar otras células retinianas,

eligiéndose las células adecuadas para diferenciarse para dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano de:
* células madre que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio pigmentario
retiniano,
* células progenitoras que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio
pigmentario retiniano,

* células diferenciadas que pueden experimentar una transdiferenciacién para dar células de la retina, al menos
células de epitelio pigmentario retiniano,

* células diferenciadas que pueden experimentar una reprogramaciéon de manera que se convierten en células
madre pluripotentes inducidas que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio
pigmentario retiniano.

- si el microcompartimento comprende células adecuadas para diferenciarse para dar células de epitelio
pigmentario retiniano y eventualmente para dar otras células retinianas: inducir la diferenciacion celular en el interior
del microcompartimento celular, de manera que se obtienen células de epitelio pigmentario retiniano y eventualmente
otras células retinianas,

- eliminar las capsulas de hidrogel mediante hidrélisis, disolucion, perforacién y/o ruptura para recuperar las
células de epitelio pigmentario retiniano y las otras células retinianas eventuales en forma de una unidad de tejido.

Finalmente, la invencién también tiene por objeto un kit de implantacién en el ojo de unidades de tejido tridimensionales
huecas que comprende al menos:

- entre 1 y 10.000 unidades de tejido, eventualmente encapsuladas en capsulas de hidrogel, y

- un dispositivo de implantacién quirdrgico adecuado para implantar dicha o dichas unidades de tejido en un
0jo humano.

Breve descripcion de las figuras

- Figura 1: la figura 1 es una representacion esquematica de una vista en seccion de una unidad de tejido 10
segun la invencioén, con una capa de epitelio pigmentario retiniano 12 y una luz interna 14, correspondiendo A a la
cara apical de las células de epitelio pigmentario retiniano y correspondiendo B a la cara basal de las células de epitelio
pigmentario retiniano.

- Figura 2: la figura 2 es una representacion esquematica de una vista en seccién de una unidad de tejido 10
segun la invencion, con una capa de epitelio pigmentario retiniano 12, una luz 14 y una capa de matriz extracelular 16,
correspondiendo A a la cara apical de las células de epitelio pigmentario retiniano y correspondiendo B a la cara basal
de las células de epitelio pigmentario retiniano.

- Figura 3: la figura 3 es una representacion esquematica de una vista en secciéon de un microcompartimento
20 que comprende una cépsula de hidrogel 22 y una unidad de tejido 10 segun la invencién, estando la unidad de
tejido 10 constituida por una capa de epitelio pigmentario 12, una luz 14 y una capa de matriz extracelular 16,
correspondiendo A a la cara apical de las células de epitelio pigmentario retiniano y correspondiendo B a la cara basal
de las células de epitelio pigmentario retiniano.
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- Figura 4: la figura 4 es una representacion esquematica de una vista en secciéon de un microcompartimento
20 que comprende una cépsula de hidrogel 22 y una unidad de tejido 10 segun la invencién, estando la unidad de
tejido 10 constituida por una capa de matriz extracelular 16, una capa de epitelio pigmentario retiniano 12, una capa
de células retinianas distintas de células de epitelio pigmentario retiniano 18, y una luz 14, correspondiendo A a la cara
apical de las células de epitelio pigmentario retiniano y correspondiendo B a la cara basal de las células de epitelio
pigmentario retiniano.

- Figura 5: |a figura 5 representa una imagen de microscopia de un microcompartimento de hidrogel (alginato)
que encapsula una unidad de tejido segin la invencién.

- Figura 6: |a figura 6 representa imagenes de microscopia de microcompartimentos de hidrogel (alginato) que
encapsulan una unidad de tejido pequefia segun la invencion (A} y una unidad de tejido grande segun la invencién

(B).

- Figura 7: la figura 7 representa imagenes de microscopia de microcompartimentos de hidrogel (alginato) que
encapsulan una o varias unidades de tejido segun la invencién con diferentes densidades celulares.

- Figura 8: la figura 8 representa unidades de tejido retiniano segin la invencion, sin capsula de hidrogel, sobre
un sustrato que simula la matriz extracelular del fondo del ojo (en este caso Matrigel que simula la membrana de
Brusch) a diferentes tiempos hasta la formacién de una monocapa de epitelio pigmentario retiniano.

- Figura 9: la figura 9 representa imagenes de microscopia y un grafico que muestran que la polarizacién de
las células puede obtenerse mediante deposicidn de una capa de matriz sobre la cara interna de capsulas de alginato.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Por “alginato” en el sentido de la invencién, se entienden polisacaridos lineales formados a partir de B-D-manuronato
y a-L-guluronato, de sales y de derivados de los mismos.

Por “capsula en hidrogel” en el sentido de la invencién, se entiende una estructura tridimensional formada a partir de
una matriz de cadenas de polimeros, inflada por un liquido y preferiblemente agua.

Por “células humanas” en el sentido de la invencién, se entienden células humanas o células de mamiferos no
humanos inmunolégicamente humanizadas. Aunque no se precise, las células, las células madre, las células
progenitoras y los tejidos segun la invencion estan constituidos o se obtienen a partir de células humanas o a partir de
células de mamiferos no humanos inmunolégicamente humanizadas.

Por “célula progenitora” en el sentido de la invencion, se entiende una célula madre ya implicada en la diferenciacién
celular en células de la retina pero aun no diferenciada.

Por “célula madre embrionaria” en el sentido de la invencion, se entiende una célula madre pluripotente de célula
derivada de la masa celular interna del blastocisto. La pluripotencia de las células madre embrionarias puede evaluarse
mediante la presencia de marcadores tales como los factores de transcripcion OCT4 y NANOG y marcadores de
superficie tales como SSEA3/4, Tra-1-60 y Tra-1-81. Las células madre embrionarias segun la invencién se obtienen
sin destruccién del embrién del que proceden, por ejemplo con la ayuda de la técnica descrita en Chung y col. (Cell
Stem Cell, 2008, 2(2)): 113-117). Eventualmente, pueden excluirse las células madre embrionarias de seres humanos.

Por “célula madre pluripotente” o “célula pluripotente” en el sentido de la invencion, se entiende una célula que tiene
la capacidad de formar todos los tejidos presentes en el organismo de origen en su totalidad, sin por ello poder formar
un organismo entero en si mismo. Puede tratarse en particular de células madre pluripotentes inducidas, de células
madre embrionarias o de células MUSE (por “Multilineage-differentiating Stress Enduring”). Por “célula madre
pluripotente inducida” en el sentido de la invencién, se entiende una célula madre pluripotente inducida a la
pluripotencia mediante reprogramacion genética de células somaticas diferenciadas. Estas células son concretamente
positivas para los marcadores de pluripotencia, tales como la coloracion con fosfatasa alcalina y la expresion de las
proteinas NANOG, SOX2, OCT4 y SSEA3/4. Ejemplos de procedimientos que permiten la obtencién de células madre
pluripotentes inducidas se describen en los articulos de Yu y col. (Science 2007, 318 (5858): 1917-1920), Takahashi
y col (Cell, 207, 131(5): 861-872) y Nakagawa y col (Nat Biotechnol, 2008, 26(1): 101-106).

Por células “diferenciadas” en el sentido de la invencién, se entienden células que presentan un fenotipo particular, en
contraposicion a células madre pluripotentes que no estan diferenciadas.
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Por “diametro de Feret” de una unidad de tejido se entiende la distancia “d” comprendida entre dos tangentes a dicha
unidad de tejido, siendo estas dos tangentes paralelas, de tal manera que el conjunto de la proyeccién de la unidad
de tejido esté comprendido entre estas dos tangentes paralelas.

Por “implantacién” o “injerto” en el ojo en el sentido de la invencién, se entiende la accién de depositar en el ojo en un
lugar particular, al menos una unidad de tejido segun la invencion. La implantacion puede realizarse mediante cualquier
medio, concretamente mediante inyeccion.

Por "dimensién mas grande” de una unidad de tejido en el sentido de la invencion, se entiende el valor del diametro
de Feret més grande de dicha unidad de tejido.

Por “dimensién mas pequefia” de una unidad de tejido en el sentido de la invencién, se entiende el valor del diametro
de Feret mas pequefio de dicha unidad de tejido.

Por “unidad de tejido” o “unidad de tejido retiniano” segin la invencién, se entiende una unidad que comprende al
menos un tejido de la retina. La unidad de tejido retiniano puede comprender varios tejidos de la retina ensamblados
entre si con una estructuracion funcional. La unidad de tejido segln la invencién comprende al menos un tejido epitelial
pigmentario retiniano y también puede contener otro tejido retiniano, concretamente un tejido neural retiniano o
vascular retiniano y/o al menos otro constituyente tal como, por ejemplo, una matriz extracelular.

Unidad de tejido
Por tanto, la invencién tiene por objeto una unidad de tejido retiniano tridimensional.

La unidad de tejido segun la invencién es hueca. Siempre comprende una luz interna o lumen que constituye la parte
hueca de la unidad de tejido. Esta luz se genera en el momento de la formacién de la unidad de tejido por las células
retinianas que se multiplican y se desarrollan. La luz contiene un liquido, concretamente un medio de cultivo (tal como
un medio basado en DMEM o DMEM-F12 y/o neurobasal y complementado con B27 o N-2 o NS21) y/o un liquido
secretado por las células de la unidad de tejido. Ventajosamente, la presencia de esta parte hueca en la unidad de
tejido retiniano permite una mejor integracién a nivel de la retina cuando se implanta en el ojo.

La unidad de tejido segin la invencién comprende al menos una capa de células de epitelio pigmentario retiniano.
Estas células son células humanas, vivas y diferenciadas para dar células de epitelio pigmentario retiniano. La capa
de células de epitelio retiniano esta organizada alrededor de la luz interna. Las células que constituyen esta capa
forman juntas un epitelio pigmentario retiniano, y sus caras basales estan todas ellas posicionadas en direccién hacia
el exterior de la unidad de células, y sus caras apicales estan todas ellas posicionadas en direccién hacia el interior,
es decir hacia la luz interna. Preferiblemente, las células yuxtapuestas estan unidas entre si en sus caras laterales
mediante uniones apretadas.

Segun una realizacién particularmente adaptada, la unidad de tejido segun la invencién también comprende una capa
externa de matriz extracelular. Esta capa externa de matriz extracelular esta situada a nivel de la cara basal de las
células de epitelio pigmentario retiniano. La capa de matriz celular puede estar constituida por matriz celular secretada
por células de epitelio pigmentario retiniano y/o por matriz extracelular afiadida en el momento de la preparacién de la
unidad de células.

La capa de matriz extracelular puede formar un gel. Comprende una mezcla de proteinas y de compuestos
extracelulares necesarios para el cultivo de las células de epitelio retiniano pigmentario. Preferiblemente, la matriz
extracelular comprende proteinas estructurales, tales como colageno, lamininas, entactina, vitronectina, colageno, asi
como factores de crecimiento, tales como TGF-beta y/o EGF. La capa de matriz extracelular puede consistir en, o
comprender, Matrigel® y/o Geltrex® y/o una matriz de tipo hidrogel de origen vegetal tal como alginatos modificados o
de origen sintético o de copolimero de poli(N-isopropilacrilamida) y de polietilenglicol (PNIPAAM-PEG) de tipo Mebiol®.

A nivel de la superficie de la capa de matriz extracelular en contacto con la capa de epitelio pigmentario retiniano, la
matriz extracelular puede contener eventualmente una o varias células de epitelio pigmentario retiniano.

Cuando la matriz extracelular esta presente, ventajosamente las células retinianas organizadas en tres dimensiones
alrededor de la luz interna, ya interaccionan con una matriz extracelular, lo cual facilita su implantacién a nivel de la
retina.

La unidad de tejido segun la invencién puede comprender una o varias de otras capas de células retinianas distintas
de células de epitelio pigmentario retiniano. Estas células son células humanas, que estan vivas y diferenciadas para
dar células retinianas distintas de células de epitelio pigmentario retiniano. La o las capas de células retinianas distintas
de células de epitelio pigmentario retiniano estan dispuestas en el interior de la capa de células de epitelio retiniano,
es decir a nivel de la cara apical de las células de epitelio pigmentario retiniano, organizadas alrededor de la luz.
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En una realizacion, las células retinianas distintas de células de epitelio pigmentario retiniano se eligen de bastones,
conos, células ganglionares, células amacrinas, células bipolares y células horizontales.

Cuando la unidad celular comprende al menos dos capas de células retinianas distintas de células de epitelio
pigmentario retiniano, las diferentes capas estan organizadas sucesivamente alrededor de la luz interna.

Preferiblemente, la unidad de tejido segun la invencién contiene entre 10 y 100.000 células retinianas.

Segun una realizacion particular de la invencién, tal como se representa en la figura 1, la unidad de tejido retiniano
tridimensional hueca 10 esta constituida exclusivamente:

- por una luz interna 14, y

- por una capa de epitelio pigmentario retiniano 12 organizada alrededor de la luz interna, estando las caras
basales B de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia el exterior de la unidad de tejido, y estando
las caras apicales A de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia la luz interna.

Segun otra realizacién particular de la invencion, tal como se representa en la figura 2, la unidad de tejido retiniano
tridimensional hueca 10 esta constituida exclusivamente:

- por una luz interna 14,

- por una capa de epitelio pigmentario retiniano 12 organizada alrededor de la luz interna, estando las caras
basales B de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia el exterior de la unidad de tejido, y estando
las caras apicales A de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia la luz interna, y

- por una capa de matriz extracelular 16 dispuesta alrededor de la capa de células de epitelio pigmentario
retiniano, a nivel de las caras basales de dichas células de epitelio pigmentario retiniano.

Las diferentes células diferenciadas que constituyen la unidad de tejido segun la invencién, sea cual sea la realizacion,
pueden haberse obtenido eventualmente a partir de células madre pluripotentes, en particular de células madre
pluripotentes humanas, o eventualmente haberse reprogramado directamente a partir de células adultas tales como
fibroblastos o células mononucleares de sangre periférica, por ejemplo.

La unidad de tejido segun la invencién puede presentarse en cualquier forma en tres dimensiones, es decir que puede
tener la forma de cualquier objeto en el espacio. Preferiblemente, la unidad de tejido segun la invencién se presenta
en forma de un ovoide hueco, de un cilindro hueco, de un esferoide hueco o de una esfera hueca. Es la capa externa
de la unidad de tejido, es decir la capa de epitelio pigmentario retiniano o la capa de matriz extracelular cuando esta
presente, la que confiere su tamafio y su forma a la unidad de tejido segun la invencion. Preferiblemente, la dimensién
mas grande de la unidad de tejido segun la invencion es inferior a 1 ¢cm, aln mas preferiblemente inferior a 0,5 cm.
Segun una realizacién adaptada y preferida, la dimensién mas grande de la unidad de tejido segun la invencion esta
comprendida entre 100 y 1000 pm. También puede estar comprendida entre 200 y 1000 pm o entre 300 y 1000 pum.
Esta dimensién permite garantizar una implantacién facil en el ojo, en particular mediante inyeccién, no debiendo ser
la dimensién mas grande demasiado importante para poder implantarse con una incision previa de dimensiéon muy
pequefia. Cuanto mas grande es la dimensién mas grande, mas grande debera ser la incision realizada en el ojo, y es
importante limitar lo mas posible el tamafio de la incisién para limitar los riesgos y el impacto sobre el paciente tratado.
Preferiblemente, la dimensiéon mas pequefia de la unidad de tejido es inferior a 1000 um. Segun una realizacion, esta
comprendida entre 10 y 1000 um, preferiblemente entre 100 y 400 um y aln mas preferiblemente entre 200 y 300 pum.
Esta dimension mas pequefia es importante para la supervivencia del injerto in vitro, en particular para favorecer la
supervivencia de las células retinianas en el interior de la unidad de tejido retiniano y optimizar la reorganizacién asi
como la vascularizacién de la unidad de tejido tras la implantacion en el ojo.

El grosor de la capa de células de epitelio pigmentario retiniano en la unidad de tejido esta preferiblemente
comprendida entre 5 um y 200 um. Cuando la unidad de tejido segun la invencién comprende una o varias de otras
capas de células retinianas que no son células de epitelio pigmentario retiniano, esta capa o estas capas juntas, si hay
varias, presentan un grosor preferiblemente comprendido entre 20 um y 500 um. Cuando una capa externa de matriz
extracelular esta presente en la unidad de tejido segun la invencion, el grosor de esta capa externa de maitriz
extracelular esta preferiblemente comprendido entre 30 nm y 500 nm.

La luz representa preferiblemente entre el 10 % y el 90 % del volumen de la unidad de tejido segln la invencion.
La unidad de tejido retiniano segun la invencién es particularmente Gtil como injerto implantable en el ojo de un ser

humano, en particular para el tratamiento de enfermedades de la retina. La forma, el tamafio y la constitucién de la
unidad de células de la retina segun la invencién permiten la supervivencia de las células en el interior de la unidad de
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tejido antes de la implantacién y el éxito de la implantacién, de la reorganizacién y de la vascularizacion del injerto una
vez implantado en el ojo.

Hasta la implantacién, la unidad de tejido puede estar eventualmente encapsulada en una capsula de hidrogel, en la
que se ha preparado preferiblemente. En este caso, la capsula de hidrogel se elimina preferiblemente antes de la
implantacion en el ojo.

Las unidades de tejido segun la invencién pueden congelarse para su almacenamiento hasta la implantacion.
Kit de implantacién

La invencién también tiene por objeto un kit de implantacion de al menos una unidad de tejido.

El kit de implantacion segin la invencién comprende al menos:

- entre 1y 10.000 unidades de tejido segun la invencion, pudiendo estar las unidades de tejido eventualmente
encapsuladas en una capsula de hidrogel,

- eventualmente medios de eliminacion de capsula de hidrogel, en el caso en donde las unidades de capsulas
estan encapsuladas en una capsula de hidrogel,

- un dispositivo de implantacién quirdrgico adecuado para implantar dicha o dichas unidades de tejido en un
0jo humano.

Los medios de eliminacion de la capsula de hidrogel deben permitir eliminar la capsula mediante hidrélisis, disolucion,
perforacion y/o ruptura mediante cualquier medio biocompatible, es decir no téxico para las células. Preferiblemente,
los medios de eliminacion se eligen de las disoluciones de tampén (tales como, por ejemplo, el tampén fosfato salino
también denominado PBS por “phosphate buffered saline”), un tampén que contiene un quelante de iones divalentes
(tal como, por ejemplo, EDTA), las enzimas adecuadas para someter el hidrogel a lisis (a elegir en funcién de la
naturaleza del hidrogel).

El dispositivo de implantacién quirdrgico puede ser una aguja o una canula cuyo diametro interno permite el paso de
las unidades de tejido segun la invencién que van a injertarse, preferiblemente entre 100 pm y 1 mm, y cuyo diametro
externo no es demasiado traumatico para la estructura del ojo tratado, preferiblemente menos de 2 mm.

El nimero de unidades de tejido segln la invencion presentes en el dispositivo esta comprendido entre 1 y 10.000,
preferiblemente entre 10 y 1000. Este nimero varia en funcién de la enfermedad de la retina que va a tratarse y del
tamafio de la zona de |a retina que ya no es funcional.

En el kit de implantacién, las unidades de tejido pueden estar fuera del dispositivo de implantacién y/o ya introducidas
total o parcialmente en el dispositivo de implantacion quirdrgico.

Las unidades de tejido seguln la invencién presentes en el kit pueden congelarse fuera del dispositivo y/o congelarse
en el dispositivo de implantacién quirdrgico. En este caso, las unidades de tejido segun la invenciéon deben
descongelarse antes de su uso mediante cualquier medio adaptado que permita conservar el conjunto de las
propiedades de las unidades de tejido. Puede tratarse, concretamente, de protocolos convencionales de biologia
celular que usan DMSQ, tales como antigeles, o aquellos aplicados para la congelaciéon de embriones de fecundacion
in vitro que usan azulcares tales como sacarosa y alcoholes tales como etilenglicol.

Si las unidades de tejido se han congelado encapsuladas en una capsula de hidrogel, conviene en primer lugar
descongelar las unidades de tejido encapsuladas, después eliminar las capsulas de hidrogel.

Procedimiento de preparacion

La invencién también se refiere a un procedimiento de preparaciéon de una unidad de tejido segun la invencion. En
particular, el procedimiento consiste en realizar al menos una unidad de tejido segun la invencion, realizando
microcompartimentos celulares que comprenden una capsula de hidrogel que rodea:

- células de epitelio pigmentario retiniano diferenciadas y eventualmente otras células retinianas diferenciadas,
- células madre o células progenitoras que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células

de epitelio pigmentario retiniano, o

- células diferenciadas destinadas a experimentar en la capsula:
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0 bien una transdiferenciacion para dar células de la retina, al menos células de epitelio pigmentario retiniano,
* o bien una reprogramacién en la capsula de manera que se convierten en células madre pluripotentes
inducidas que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio pigmentario retiniano.

A continuacién se elimina preferiblemente la capsula con el fin de permitir que las células de la unidad de tejido se
implanten a nivel de la retina tras un injerto en el ojo.

El procedimiento de preparacién de una unidad de tejido segin la invencién, comprende al menos la puesta en practica
de las etapas que consisten en:

- producir un microcompartimento celular que comprende, en el interior de una céapsula de hidrogel:
* preferiblemente al menos elementos de la matriz extracelular, secretados por las células o aportados por el
operario, preferiblemente al menos una parte de la matriz extracelular se aporta ademas de la matriz extracelular
secretada de manera natural por las células,

* células adecuadas para diferenciarse para dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano, o al menos
células de epitelio pigmentario retiniano diferenciadas,

eligiéndose las células adecuadas para diferenciarse para dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano de:
* células madre que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio pigmentario
retiniano,
* células progenitoras que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio
pigmentario retiniano,

* células diferenciadas que pueden experimentar una transdiferenciacién para dar células de la retina, al menos
células de epitelio pigmentario retiniano,

* células diferenciadas que pueden experimentar una reprogramaciéon de manera que se convierten en células
madre pluripotentes inducidas que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio
pigmentario retiniano

- si las células introducidas en el microcompartimento son células adecuadas para diferenciarse para dar al
menos células de epitelio pigmentario retiniano: inducir la diferenciacién celular en el interior del microcompartimento
celular, de manera que se obtienen al menos células de epitelio pigmentario retiniano y eventualmente otras células
retinianas,

- eliminar las capsulas de hidrogel, mediante hidrélisis, disolucién, perforacion y/o ruptura, para recuperar las
células de epitelio pigmentario retiniano y las otras células retinianas eventuales en forma de una unidad de tejido
retiniano tridimensional hueca que comprende, organizada alrededor de una luz interna, al menos una capa de epitelio
pigmentario retiniano en la que la cara basal de cada célula de epitelio pigmentario retiniano esté posicionada hacia
el exterior y la cara apical hacia la luz.

Ventajosamente, la encapsulacién total o parcial en el hidrogel y el aporte de matriz extracelular combinados, es un
medio adaptado para permitir la polarizacién de las células del epitelio pigmentario retiniano. En efecto, la polarizaciéon
de dichas células puede obtenerse mediante deposicion de una capa de matriz sobre la cara interna de las capsulas
de hidrogel que posiciona la cara basal de las células, el tejidos se organiza alrededor de la luz siguiendo esta
indicacion de polaridad (tal como se ilustra en la figura 9 que muestra que una capa de matriz extracelular anclada a
la cubierta de alginato induce la polarizacién de las células tal como lo demuestra el aplanamiento de los tejidos contra
el alginato debido a la alta resistencia a la traccion del gel que dicta la forma del tejido). Preferiblemente, el hidrogel
usado es biocompatible, es decir que no es toxico para las células. La capsula de hidrogel debe permitir la difusion de
oxigeno y de nutrientes para alimentar a las células contenidas en el microcompartimento y permitir su supervivencia.
Segun una realizacion, la capsula comprende alginato. Puede estar constituida exclusivamente por alginato. El alginato
puede ser, en particular, un alginato de sodio, compuesto por el 80 % de a-L-guluronato y el 20 % de B-D-manuronato,
con un peso molecular promedio de 100 a 400 kDa y una concentracion total comprendida entre el 0,5y el 5% en
peso.

La capsula de hidrogel permite proteger las células del medio exterior, limitar la proliferacién descontrolada de las
células, y su diferenciacion controlada para dar células retinianas, al menos para dar células de epitelio pigmentario
retiniano. Una capsula rodea muy preferiblemente una Unica unidad de tejido segln la invencién y cada unidad de
tejido esta rodeada por una Unica capsula de hidrogel.
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Una vez obtenida la unidad de tejido retiniano segun la invencién, es decir cuando las células estan diferenciadas para
dar células retinianas, entre ellas al menos una capa de células de epitelio pigmentario retiniano, y la forma y el tamafio
son los buscados, se elimina la capsula. La eliminacién de la capsula puede realizarse al final del procedimiento o mas
tarde en el tiempo antes de la implantacion en el ojo. La eliminacién de la capsula puede realizarse mediante hidrolisis,
disolucion, perforacion y/o ruptura mediante cualquier medio biocompatible, es decir no téxico para las células. Por
ejemplo, la eliminacién puede realizarse usando un tampén de fosfato salino, un quelante de iones divalentes, una
enzima tal como alginato liasa si el hidrogel comprende alginato y/o la microdiseccion por laser. Dado que la
eliminacion del hidrogel es total, la unidad de tejido segun la invencion carece de hidrogel cuando se implanta en el
0jo.

Puede usarse cualquier procedimiento de produccion de microcompartimentos celulares que contienen en el interior
de una capsula de hidrogel al menos células de epitelio pigmentario retiniano o células susceptibles de proporcionar
al menos células de epitelio pigmentario retiniano y eventualmente matriz extracelular y/u otras células retinianas
distintas de células de epitelio pigmentario retiniano o células susceptibles de proporcionar al menos células retinianas
distintas de células de epitelio pigmentario retiniano. Un método adaptado se describe concretamente en la solicitud
WQ02018/096277. En una realizacién particular, la etapa de producciéon de un microcompartimento celular del
procedimiento de preparacion segun la invencién, comprende las etapas que consisten en:

- incubar células madre pluripotentes en un medio de cultivo, preferiblemente un medio de cultivo basado en
DMEM o DMEM-F12, FGF-2 o una molécula que reproduce su accion sobre la célula, TGF-beta o una molécula que
reproduce su accién sobre la célula.

- mezclar las células madre pluripotentes con una matriz extracelular,
- encapsular la mezcla en una capa de hidrogel.
Las células encapsuladas para la preparacion de unidad de tejido segun la invencion se eligen preferiblemente de:

- células adecuadas para diferenciarse para dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano, siendo
estas células:

* o bien células madre que pueden diferenciarse para dar células de la retina, para dar al menos células de
epitelio pigmentario retiniano, preferiblemente células madre embrionarias o células madre pluripotentes inducidas,
muy preferiblemente células madre pluripotentes inducidas, y/u

* o bien células progenitoras que pueden diferenciarse para dar células de la retina, para dar al menos células
de epitelio pigmentario retiniano,

- y/o células de epitelio pigmentario retiniano diferenciadas y eventualmente células retinianas diferenciadas
distintas de células de epitelio pigmentario retiniano,

- y/o células diferenciadas que pueden experimentar una transdiferenciacioén para dar células de la retina, para
dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano,

- y/o células diferenciadas que pueden experimentar una reprogramacion de manera que se convierten en
células madre pluripotentes inducidas que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de
epitelio pigmentario retiniano.

Las células encapsuladas pueden ser inmunocompatibles con la persona destinada a recibir la unidad de tejido, para
evitar cualquier riesgo de rechazo. En una realizacion, las células encapsuladas se han extraido previamente de la
persona en la que deben implantarse la o las unidades de tejido.

La diferenciacién para dar células de epitelio pigmentario retiniano puede realizarse mediante cualquier procedimiento
adaptado. Puede tratarse, concretamente, de un método conocido tal como uno de los métodos descritos en Leach y
col. (“Concise Review: Making Stem Cells Retinal: Methods for Deriving Retinal Pigment Epithelium and Implications
for Patients With Ocular Disease”, Stem Cells 2015; 33: 2363-2373). El medio de base puede ser DMEM (“Dulbecco's
modified Eagle's medium”) o DMEMF12 que puede complementarse por KSR-XF ("KnockOut DMEM medium”) o N-2
y/o B27, el 1 % de GlutaMax, y el 1 % de disolucién de aminoacidos no esenciales. La induccién también puede
obtenerse con la secuencia tal como se publica en Choudhary y col. (“Directing Differentiation of Pluripotent Stem Cells
Toward Retinal Pigment Epithelium Lineage” STEM CELLS TRANSLATIONAL MEDICINE 2016; 5: 1-12).

La diferenciacién para dar células retinianas distintas de células de epitelio pigmentario retiniano puede realizarse
mediante cualquier procedimiento adaptado. Puede tratarse concretamente de un método conocido tal como el método
descrito en Barnea-Cramer y col. ("Function of human pluripotent stem cell-derived photoreceptor progenitors in blind
mice”, Nature, Scientific Reports, publicado el 13 de julio de 2016). Por tanto, la diferenciacién puede realizarse con
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DMEMF12 que puede complementarse por KSR-XF (KnockOut DMEM medium) o N-2 y/o B27, el 1 % de GlutaMax,
y el 1 % de disolucién de aminoacidos no esenciales.

En una realizacién particular, la etapa de induccién de la diferenciacion celular del procedimiento de preparacién segun
la invencién, comprende las etapas que consisten en:

- cultivar el microcompartimento en un medio de cultivo de células pluripotentes hasta obtener al menos 10
células, preferiblemente 100 células,

- cultivar el microcompartimento en un medio de cultivo DMEMF12 complementado por N-2 y B27, el 1 % de
GlutaMax, y el 1 % de disolucién de aminoacidos no esenciales y LDN193189 y SB431542 y 20 pg/ml de insulina
humana,

- cultivar el microcompartimento en un medio de cultivo DMEMF12 complementado por N-2 y B27, el 1 % de
GlutaMayx, y el 1 % de disolucién de aminoacidos no esenciales y LDN193189 y SB431542,

- cultivar el microcompartimento en un medio de cultivo DMEMF12 complementado por N-2 y B27, el 1 % de
GlutaMax, y el 1 % de disolucién de aminoacidos no esenciales y 10 ng/ml de BDNF humano, 10 ng/ml de CNTF
humano, 2 uM de acido retinoico y 10 uM de DAPT. Preferiblemente, los microcompartimentos se cultivan durante al
menos 18 dias, preferiblemente entre 18 y 50 dias.

En una realizacién de una unidad de tejido que comprende una capa de epitelio pigmentario retiniano y al menos una
capa de otras células retinianas, el procedimiento consiste en encapsular conjuntamente las células de epitelio
pigmentario retiniano y las otras células. Preferiblemente, las células después de algunos dias de cada diferenciacién
se encapsulan conjuntamente para formar una estructura que contiene un epitelio pigmentario retiniano y una retina
neural. A continuacién se hacen madurar las células en la capsula durante de 5 a 50 dias, mas preferiblemente de 10
a 25 dias, antes de obtener una unidad de tejido segun la invencion.

La luz se genera en el momento de la formacién de la unidad de tejido en tres dimensiones, por las células que se
multiplican y se desarrollan. La luz puede contener un liquido y, en particular, el medio de cultivo usado para la puesta
en practica del procedimiento.

El procedimiento segun la invencién puede comprender una etapa de amplificacion de las células de epitelio
pigmentario retiniano en el microcompartimento.

En la figura 3 se representa una realizacion de un microcompartimento 20 que comprende una unidad de tejido
retiniano tridimensional hueca 10 segun la invencién. En esta realizacién, el microcompartimento esta constituido
exclusivamente:

- por una capa de hidrogel 22, y
- por una unidad de tejido 10, constituida:

por una luz interna 14,

* por una capa de epitelio pigmentario retiniano 12 organizada alrededor de la luz interna, estando las caras
basales B de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia el exterior de la unidad de tejido, y estando
las caras apicales A de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia la luz interna,

* por una capa de matriz extracelular 16 dispuesta alrededor de la capa de células de epitelio pigmentario
retiniano, a nivel de las caras basales de dichas células de epitelio pigmentario retiniano.

En la figura 4 se representa otra realizacion de un microcompartimento 20 que comprende una unidad de tejido
retiniano tridimensional hueca 10 segun la invencién. En esta realizacién, el microcompartimento esta constituido
exclusivamente:

- por una capa de hidrogel 22, y

- por una unidad de tejido 10, constituida:

por una luz interna 14,

*

por una capa 18 de células retinianas distintas de células epiteliales pigmentarias retinianas, de manera
preferida una capa de retina neural,
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*

por una capa de epitelio pigmentario retiniano 12 organizada alrededor de la luz interna, estando las caras
basales B de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia el exterior de la unidad de tejido, y estando
las caras apicales A de las células epiteliales pigmentarias retinianas dirigidas hacia la luz interna,

* por una capa de matriz extracelular 16 dispuesta alrededor de la capa de células de epitelio pigmentario
retiniano, a nivel de las caras basales de dichas células de epitelio pigmentario retiniano.

Tras la etapa de diferenciacion, en cualquier momento antes de la implantacion de las unidades de tejido en el ojo, el
procedimiento segun la invencion puede comprender una etapa que consiste en verificar el fenotipo de las células
contenidas en la cépsula. Esta verificacion puede realizarse identificando la expresién de RPEB5 por el epitelio
pigmentario en posicién externa de las unidades de tejido, en una determinada realizacién y en particular para el caso
de elementos de tejidos que contienen elementos de la retina neural de recoverina en posicién interna de las unidades
de tejido, en el lado de la luz, expresados por el conjunto de los fotorreceptores y de rodopsina/PDE6beta para los
bastones, en una determinada realizacién la luz puede contener vitrosina y opticina.

El procedimiento segun la invencién puede comprender una etapa de congelacién de los microcompartimentos que
contienen las unidades de tejido segun la invencion antes de la eliminacion de la capa de hidrogel o de congelacion
de las unidades de tejido tras la etapa de eliminacion de la capsula de hidrogel. La congelacion se realiza
preferiblemente a una temperatura comprendida entre -190 °C y -80 °C.

Los microcompartimentos que contienen las unidades de tejido segun la invencién antes de la eliminacién de la capa
de hidrogel o las unidades de tejido tras la etapa de eliminacién de la capsula de hidrogel, pueden almacenarse en las
siguientes condiciones a entre +4 °C y la temperatura ambiente. Las unidades de tejido segun la invencién también
pueden usarse directamente tras la puesta en practica del procedimiento segun la invencién, sin almacenamiento.

El procedimiento de preparacién segun la invencién, antes o después de la descongelacién eventual de los
microcompartimentos que contienen las unidades de tejido antes de la eliminacién de la capa de hidrogel o las
unidades de tejido, también puede comprender una etapa complementaria que consiste en cargar un dispositivo de
implantacion quirdrgico con al menos una unidad de tejido segun la invencién, preferiblemente entre 10 y 1000
unidades de tejido, aliin mas preferiblemente entre 10 y 100 unidades de tejido.

Implantacion de unidades de tejido en el ojo

La unidad de tejido tridimensional hueca, que comprende, organizada alrededor de una luz interna, al menos una capa
de células de epitelio pigmentario retiniano en la que la cara basal de cada célula de epitelio pigmentario retiniano esta
posicionada hacia el exterior y la cara apical hacia la luz interna, puede usarse en el tratamiento de una enfermedad
de la retina, concretamente en un paciente que o necesita. Por tratamiento se entiende un tratamiento preventivo,
curativo o sintomatico, es decir cualquier accion destinada a mejorar la vista de una persona de manera temporal o
definitiva, y preferiblemente también erradicar la enfermedad y/o detener o retrasar la progresion de la enfermedad y/o
favorecer la regresion de la enfermedad.

En efecto, las unidades de tejido segun la invencién pueden usarse para el tratamiento de enfermedades de la retina
en el ser humano, en particular de enfermedades degenerativas de la retina, y preferiblemente una enfermedad elegida
de la degeneracion macular asociada a la edad, la retinopatia diabética, las retinopatias asociadas a un traumatismo
del ojo y las retinopatias hereditarias.

El tratamiento consiste en implantar, en injertar las unidades de tejido segun la invencién en el ojo, a nivel de la retina,
y en particular a nivel de la membrana de Bruch, es decir entre la membrana de Bruch y la retina neural. Muy
preferiblemente se usa un dispositivo de implantacion quirdrgico adaptado a una implantacién en el ojo. Puede tratarse
concretamente de agujas, de canulas o de otro dispositivo que permite depositar las unidades de tejido tales como,
por ejemplo, las usadas para la implantacién de endoprétesis en las arterias 0 de microimplantes quirtrgicos. La
implantacion puede realizarse concretamente mediante la puesta en practica de las etapas que consisten en:

- penetrar o realizar una incisién en la retina con el dispositivo de implantacién quirlrgico en la zona de
tratamiento,

- inyectar las unidades de tejido bajo la retina, preferiblemente a nivel de la membrana de Bruch, es decir entre
la membrana de Bruch y la retina neural,

- retirar el dispositivo de implantacion quirtrgico impidiendo la expulsion en el cuerpo vitreo de las células.

En una realizacién, durante una misma implantacion, se implantan entre 1 y 10000 unidades de tejido segun la
invencion.

Si es necesario, es posible realizar varias implantaciones simultaneas o sucesivas en diferentes zonas de la retina,
preferiblemente a nivel de la membrana de Bruch, en particular en el caso en donde varias zonas independientes
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estan afectadas por la enfermedad o si la zona en la que debe realizarse el injerto esta demasiado extendida como
para realizar un injerto en un Unico lugar.

Asimismo, en una misma zona, si un unico injerto no es suficiente, pueden realizarse de nuevo varias implantaciones
en la misma zona, en un transcurso de tiempo mas 0 menos importante.

La implantacién de unidades de tejido segun la invencién permite a los pacientes afectados por enfermedades de la
retina, y en particular por enfermedades degenerativas de la retina, recuperar al menos parcialmente la vista.

La invencion se ilustra ahora mediante resultados ilustrados en las figuras 5 a 8.

Los tejidos de epitelio retiniano ilustrados en estas diferentes figuras se obtuvieron mediante la puesta en practica de
un procedimiento que comprende las etapas que consisten en:

- producir un microcompartimento celular que comprende, en el interior de una céapsula de hidrogel:

*

elementos de la matriz extracelular aportados por el operario,
células de epitelio retiniano pigmentado,
Estas células de epitelio retiniano pigmentado pueden obtenerse de la siguiente manera:

- cultivar células madre inducidas a la pluripotencia en el interior i) de una placa de Petri hasta obtener colonias
que contienen varias decenas de células ii) del microcompartimento en un medio de cultivo de células pluripotentes,
hasta obtener en el microcompartimento al menos 10 células, preferiblemente 100 células,

- cultivar: i) las colonias ii) el microcompartimento en un medio de cultivo DMEMF12 complementado por N-2
y B27, el 1 % de GlutaMax, y el 1 % de disolucién de aminoacidos no esenciales y LDN193189 y SB431542 y 20 ug/ml
de insulina humana,

- cultivar: i) las colonias ii) el microcompartimento en un medio de cultivo DMEMF12 complementado por N-2
y B27, el 1 % de GlutaMax, y el 1 % de disolucién de amino&cidos no esenciales y LDN193189 y SB431542,

- cultivar: i) las colonias ii) el microcompartimento en un medio de cultivo DMEMF12 complementado por N-2
y B27, el 1 % de GlutaMax, y el 1 % de disolucion de amino&cidos no esenciales y 10 ng/ml de BDNF humano, 10 ng/ml
de CNTF humano, 2 uM de acido retinoico y 10 uM de DAPT.

En la figura 5, la capsula obtenida mediante encapsulacion de células epiteliales pigmentadas de la retina procedentes
de la diferenciacion de células inducidas han proliferado en el interior del microcompartimento para organizarse en
forma de una unidad de tejido polarizado. En la figura 5 se observa bien la formacién de un epitelio monoestratificado
recubierto pigmentado (flecha negra) maduro (normalmente permitido por la formacién de uniones apretadas, flecha
blanca) tipico de la estructura tisular de las células epiteliales pigmentadas de la retina in vivo.

En la figura 6, las capsulas obtenidas mediante encapsulacién de células epiteliales pigmentadas de la retina
procedentes de la diferenciacion de células inducidas a la pluripotencia muestran la estructuracion en lamina epitelial
pigmentada independientemente del nimero de células en los tejidos (del orden de un centenar de células a la
izquierda, tamafio: 50 um, inserto A, y del orden de un millar de células a la derecha, tamafio: 250 um, inserto B} tipico
de la estructura tisular de las células epiteliales pigmentadas de la retina in vivo. Mas particularmente, en la figura 6
se observa que las células estan organizadas para dar un esferoide hueco (inserto B}, ovoide hueco (inserto E), segun
una polarizacién apico-basal caracterizada por que la cara apical esta posicionada hacia el interior de la unidad de
tejido y la cara basal hacia el exterior de la unidad de tejido situada en este caso en contacto con la capa de alginato.
En particular, los pigmentos intracelulares estan situados en la cara apical de las células (inserto D, luz transmitida,
flecha blanca) con una organizacién basal de los nlcleos (inserto B, DAPI, flecha blanca) correspondiente a la
topologia encontrada in vivo.

En la figura 7, las capsulas obtenidas mediante encapsulacién de células epiteliales pigmentadas de la retina
procedentes de la diferenciacién de células inducidas a la pluripotencia, se amplificaron 10 veces en 4 semanas
(figuras 7a 'y 7b) y 4 veces en 4 semanas (figuras 7¢ y 7d). Estas figuras ilustran que las unidades de tejido retiniano
segun la invencién pueden tener densidades celulares variables.

Finalmente, en las imagenes secuenciales de la figura 8, se dispusieron varias unidades de tejido retiniano segin la
invencion (sin capsula de hidrogel) en un sustrato que simula la matriz extracelular del fondo del ojo (en este caso
Matrigel que simula la membrana de Brusch). Se constata que las unidades de tejido retiniano (flechas negras), gracias
al posicionamiento de su cara basal en el lado exterior, pueden unirse al sustrato que simula la matriz extracelular del
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fondo del ojo emitiendo células adherentes al sustrato (flechas blancas) que migran (flechas grises) para recubrir el
sustrato y forman una monocapa (inserto en la parte inferior derecha correspondiente a 122 horas de cultivo).
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REIVINDICACIONES

Unidad de tejido retiniano tridimensional hueca, que comprende, organizada alrededor de una luz interna, al
menos una capa de células de epitelio pigmentario retiniano humanas vivas diferenciadas en la que la cara
basal de cada célula de epitelio pigmentario retiniano esta posicionada hacia el exterior y la cara apical hacia
la luz interna.

Unidad de tejido retiniano segun la reivindicacién 1, caracterizada por que también comprende una capa
externa de matriz extracelular situada a nivel de la cara basal de las células de epitelio pigmentario retiniano.

Unidad de tejido retiniano segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que se presenta
en forma de un ovoide hueco, de un cilindro hueco, de un esferoide hueco o de una esfera hueca.

Unidad de tejido retiniano segun la reivindicacion anterior, caracterizada por que su dimensiéon mas grande
esta comprendida entre 100 y 1000 pm.

Unidad de tejido retiniano segun la reivindicacién anterior, caracterizada por que su dimensién mas pequefia
esta comprendida entre 10 y 1000 pum.

Unidad de tejido retiniano segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las células
de epitelio pigmentario retiniano yuxtapuestas estan unidas entre si en sus caras laterales mediante uniones
apretadas.

Unidad de tejido retiniano segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que también
comprende, a nivel de la cara apical de las células de epitelio pigmentario retiniano, organizada alrededor de
la luz interna, al menos una capa de células retinianas humanas vivas diferenciadas distintas de células de
epitelio pigmentario retiniano.

Unidad de tejido retiniano segun la reivindicacion anterior, caracterizada por que las células retinianas
humanas vivas diferenciadas distintas de células de epitelio pigmentario retiniano se eligen de bastones,
conos, células ganglionares, células amacrinas, células bipolares y células horizontales.

Unidad de tejido retiniano segln una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que contiene de
10 a 100.000 células retinianas.

Unidad de tejido retiniano segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las células
de epitelio pigmentario retiniano y/o las otras células retinianas eventuales se han obtenido a partir de células
madre inducidas a la pluripotencia (IPS).

Unidad de tejido retiniano segln una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que esta
encapsulada en una capsula de hidrogel.

Procedimiento de preparacion de una unidad de tejido retiniano seguiin una de las reivindicaciones 1 a 11, que
comprende las etapas que consisten en:

- producir un microcompartimento celular que comprende, en el interior de una capsula de hidrogel:

* eventualmente al menos elementos de la matriz extracelular, secretados por las células
o anadidos,

* células adecuadas para diferenciarse para dar al menos células de epitelio pigmentario
retiniano, o al menos células de epitelio pigmentario retiniano diferenciadas,

eligiéndose las células adecuadas para diferenciarse para dar al menos células de epitelio
pigmentario retiniano de:

* células madre que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al menos
células de epitelio pigmentario retiniano,

* células progenitoras que pueden diferenciarse para dar células de la retina, al
menos células de epitelio pigmentario retiniano,

* células diferenciadas que pueden experimentar una transdiferenciacién para dar
células de la retina, al menos células de epitelio pigmentario retiniano,

* células diferenciadas que pueden experimentar una reprogramaciéon de manera
que se convierten en células madre pluripotentes inducidas que pueden
diferenciarse para dar células de la retina, al menos células de epitelio pigmentario
retiniano
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- silas células introducidas en el microcompartimento son células adecuadas para diferenciarse para
dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano: inducir la diferenciacién celular en el interior
del microcompartimento celular, de manera que se obtienen al menos células de epitelio pigmentario
retiniano y eventualmente otras células retinianas,

- eliminar las capsulas de hidrogel mediante hidrélisis, disolucién, perforacion y/o ruptura para
recuperar las células de epitelio pigmentario retiniano y las otras células retinianas eventuales en
forma de una unidad de tejido retiniano tridimensional hueca.

Procedimiento segun la reivindicacion anterior, caracterizado por que comprende una etapa de amplificacién
de las células de epitelio pigmentario retiniano

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 12 o 13, caracterizado por que las células adecuadas para
diferenciarse para dar al menos células de epitelio pigmentario retiniano son células madre pluripotentes.

Procedimiento segun la reivindicacién anterior, caracterizado por que las células madre pluripotentes son
células madre inducidas a la pluripotencia (IPS).

Procedimiento de preparacién de unidad de tejido retiniano segun una de las reivindicaciones 12 a 15,
caracterizado por que comprende una etapa complementaria que consiste en cargar un dispositivo de
implantacion quirdrgico adecuado para una inyeccién en el ojo, con dicha unidad de tejido.

Kit de implantacién en el ojo de unidades de tejido segun una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado
por que comprende:

- entre 1 y 10.000 unidades de tejido segun una de las reivindicaciones 1 a 11,
- un dispositivo de implantacién quirirgico adecuado para implantar dicha o dichas unidades de
tejido en un ojo humano.

Kit de implantacion en el ojo de unidades de tejido segln la reivindicacion 17 caracterizado por que
comprende:

- entre 1 y 10.000 unidades de tejido segun la reivindicacion 11,

- medios de eliminacion de capsula de hidrogel,

- un dispositivo de implantacién quirirgico adecuado para implantar dicha o dichas unidades de
tejido en un ojo humano.
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Figura 1

Figura 2
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Figura 3

Figura 4
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