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DESCRIPCION

Células madre multipotentes derivadas de estroma de mesenterio.

La presente invencién se encuadra en el campo de la biomedicina y se refiere a células madre multipotentes deriva-
das de estroma de mesenterio, y, preferiblemente, de estroma de epipldn, con capacidad para diferenciarse y dar lugar
a células con caracteristicas de células especializadas, y a los métodos de obtencidon de las mismas. Dichas células
pueden usarse en la preparacién de medicamentos y composiciones farmacéuticas para la prevencion o el tratamien-
to de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas, asi como en la evaluacién de la respuesta celular a agentes
biolégicos o farmacolégicos.

Estado de la técnica anterior

Actualmente, el desarrollo de la tecnologia en el campo de las células madre ha hecho que éstas sean consideradas
como una prometedora terapia para diversas patologias humanas, incluyendo: lesiones condrales, 6seas y muscula-
res, enfermedades neurodegenerativas, rechazo inmunolégico, enfermedades cardiacas y desérdenes de la piel (US
5.811.094, 5.958.767, 6.328.960, 6.379.953, 6.497.875).

Por otra parte, las células madre pueden ser una fuente potencial de cantidades virtualmente ilimitadas de células,
tanto indiferenciadas como diferenciadas, para la realizacién de ensayos in vitro dirigidos a la busqueda y desarrollo
de nuevos compuestos terapéuticos (Patente US 6.294.346), asi como para determinar su actividad, metabolismo y
toxicidad.

Segtn el origen de las células madre podemos diferenciar entre células madre embrionarias (células ES) y células
madre adultas. Las células ES proceden de la masa celular interna de los blastocistos y tienen como caracteristica
principal el hecho de ser pluripotenciales, lo que significa que pueden dar lugar a cualquier tejido adulto derivado de
las tres capas embrionarias (Evans y Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998; Patente US 6.200.806). Las células madre
adultas son células parcialmente comprometidas presentes en tejidos adultos, las cuales pueden permanecer décadas
en el cuerpo humano, aunque con el paso del tiempo comienzan a escasear (Fuchs y Segre, 2002).

A pesar de la alta pluripotencialidad de las células ES, las terapias basadas en el uso de células madre adultas
presentan una serie de ventajas técnicas sobre aquellas basadas en células ES. En primer lugar, las células derivadas
de células ES son normalmente objeto de rechazo por parte del sistema inmunolégico mientras que las células madre
adultas no son rechazadas por el sistema inmune si han sido obtenidas por trasplante autélogo o transplante heterélogo
de células inmunocompatibles. Ademds el hecho de que estén parcialmente comprometidas reduce el niimero de etapas
de diferenciacion necesarias para generar células especializadas. Por otra parte, el uso de este tipo de células no esta
asociado a ningun tipo de controversia ética o legal. Finalmente, aunque este tipo de células presente una menor
potencialidad de diferenciacién que las células ES, la mayoria de ellas son realmente multipotentes (Joshi y Enver,
2002) lo que significa que pueden diferenciarse a mas de un tipo de tejido.

Actualmente, las dos fuentes mas empleadas para derivar células madre multipotentes han sido la médula ésea y
el tejido adiposo subcutdneo, fundamentalmente obtenido de liposucciones.

En el primer caso, la extraccién de médula ésea es un procedimiento clinico muy invasivo, normalmente limitado
a pacientes con diferentes patologias hematoldgicas y del cual la cantidad de material celular obtenido es muy limi-
tada. Es importante destacar que para el uso potencial de células madre multipotentes en terapias celulares es muy
importante partir de una cantidad celular suficiente desde la propia derivacién de las células. Por su propia naturaleza,
las células madre multipotentes proliferan in vitro y es posible mantenerlas durante un elevado numero de pases de
cultivo, con lo cual es posible expandir su cultivo para obtener una cantidad celular elevada, sin embargo, para su uso
en terapias de reemplazo no se debe utilizar células que han sido mantenidas durante un elevado nimero de pases de
cultivo, fundamentalmente para minimizar riesgos de transformacién celular y pérdidas de capacidad de diferencia-
cion. Por tanto, es importante encontrar otros tejidos que proporcionen una mayor cantidad inicial de células madre
multipotentes, como es el caso del tejido adiposo.

En cuanto a la obtencién de células madre multipotentes derivadas de tejido adiposo, hasta el momento se han
descrito lineas derivadas de liposucciones y grasa subcutinea, siendo en ambos casos el rendimiento de derivacién
mds elevado que en el caso de médula 6sea. No obstante, no todo el tejido adiposo humano tiene exactamente las
mismas funciones endocrinas y por tanto su naturaleza y composicién celular varia.

Actualmente, las células madre multipotentes son la materia prima con mayor potencial de éxito para su uso en
terapias de reemplazo celular. Ademds, constituyen una fuente de células indiferenciadas y diferenciadas de gran
utilidad para la realizacién de ensayos in vitro dirigidos al desarrollo de compuestos terapéuticos. Existe por tanto una
necesidad de obtener células madre multipotentes con elevada plasticidad y capacidad de expansién en cultivo por
periodos largos.
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Explicacion de la invencion

La presente invencion se refiere a células madre multipotentes derivadas de estroma de mesenterio, y, preferible-
mente, de estroma de epipldn, con capacidad para diferenciarse y dar lugar a células con caracteristicas de células
especializadas, y a los métodos de obtencion de las mismas. Dichas células pueden usarse en la preparacion de medi-
camentos y composiciones farmacéuticas para la prevencion o el tratamiento de lesiones, enfermedades degenerativas
o genéticas, asi como en la evaluacion de la respuesta celular a agentes bioldgicos o farmacolégicos.

Los inventores han obtenido lineas de células madre multipotentes derivadas del estroma de mesenterio, y concre-
tamente, de estroma de epiplon humano. Estas lineas celulares poseen la capacidad para ser expandidas por periodos
largos de cultivo y tienen una elevada plasticidad celular, por lo que pueden ser empleadas en terapia celular de le-
siones, enfermedades degenerativas o genéticas, con las ventajas técnicas que presentan las células madre adultas
multipotentes, tales como la simplificacién del protocolo para la induccién de su diferenciacion o la reduccién de la
posibilidad de rechazo inmunoldgico en el transplante. Por otra parte, estas lineas celulares pueden ser utilizadas para
el desarrollo de estudios farmacoldgicos, toxicoldgicos, farmacogendmicos o genéticos.

Un primer aspecto de la invencidn, se refiere a una célula madre multipotente aislada derivada de estroma de
mesenterio de mamifero, de ahora en adelante, “célula madre multipotente de la invencién”, caracterizada por:

a) ser positiva para los siguientes antigenos de superficie: CD105, CD90, CD73, CD29, CD49d y CD49a.

b) ser negativa para los siguientes antigenos de superficie: CD45, CD34, CD14 y HLA DR.

El mesenterio, es un término en anatomia animal, incluyendo humanos, que designa a una membrana serosa que
constituye un repliegue plano del peritoneo, principalmente de tejido conjuntivo, que contiene numerosos vasos san-
guineos y linfaticos con destino a las visceras abdominales, y que une al estémago y al intestino con las paredes
posteriores del abdomen, dando asi posicionamiento a estos 6érganos digestivos. En el mesenterio, en especial de per-
sonas obesas, se acumula un elevado nimero de células adiposas.

Los mesenterios incluyen: el mesenterio, propiamente dicho, que envuelve a determinadas regiones del intestino
delgado (como, por ejemplo, el yeyuno y el ileén), el mesocolon, que envuelve a determinadas regiones del colon
(como, por ejemplo, el mesoapéndice, que envuelve el apéndice vermiforme; el mesocolon transverso, que retiene
al colon transverso; o el mesocolon sigmoide, que envuelve al colon sigmoideo); el ligamento ancho del ttero, que
envuelve al tdtero; y el omento o epiplon, que es un repliegue especifico del peritoneo (que se divide en dos partes:
el epiplon mayor o gastrocdlico, y el epipléon menor o gastrohepdtico). El epiplon mayor o gastrocdlico recubre la
curvatura mayor del estdmago y lo une con el bazo y el colon transverso y se continda como un delantal situado en la
cara anterior del intestino. Es el lugar de acumulacién de tejido adiposo en las personas obesas. La unién especifica
peritoneana de la curvatura mayor del estdémago con el bazo se le llama también epiplon gastroesplénico. Desde el
bazo también parte un pliegue que se une con la cola del pancreas, llamado epiplén pancredtico-esplénico. El epiplon
menor o gastrohepatico recubre el borde izquierdo del higado uniéndolo con el borde derecho del estémago, duodeno
y a la curvatura menor del estémago.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn, la célula madre multipotente de la invencion es
derivada de epiplén de mamifero. En una realizacion mds preferida, la célula madre multipotente de la invencién
procede de un primate y, en una realizacién atin mds preferida, procede de un humano.

Las células madre se pueden clasificar segiin su potencial de diferenciacidén: las células madre totipotenciales son
capaces de producir tejido embrionario y extraembrionario; las células madre pluripotenciales tienen la habilidad de
diferenciarse en tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias y, por tltimo, las células madre multi-
potenciales, capaces de diferenciarse en distintos tipos celulares procedentes de la misma capa embrionaria (Weissman
et al. Annu Rev Cell Dev Biol 2001;17:387-403). Por tanto, el término “célula madre multipotencial” o “células ma-
dre multipotenciales”, tal y como se utiliza en la presente descripcidn, se refiere a célula capaces de diferenciarse en
distintos tipos celulares procedentes de la misma capa embrionaria.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una poblacién celular aislada constituida por, o que comprende, células
madre multipotentes derivadas de estroma de mesenterio de mamifero (“células madre multipotentes de la invencién”),
caracterizada por:

a) ser positiva para los siguientes antigenos de superficie: CD105, CD90, CD73, CD29, CD49d y CD49a.

b) ser negativa para los siguientes antigenos de superficie: CD45, CD34, CD14 y HLA DR.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, esta poblacién celular estd constituida por, o com-
prende, células madre multipotentes derivadas de estroma de epiplén de mamifero. Preferiblemente, esta poblacién
celular constituida por, o que comprende, células madre multipotentes derivadas de estroma procede de un primate y,
mas preferiblemente, de un humano.
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La célula madre multipotente de la invencidn, o la poblacién celular constituida por, o que comprende, las célu-
las madre multipotentes de la invencidn, puede ser caracterizada mediante la identificacion de proteinas de superficie
y/o intracelulares, genes, y/u otros marcadores indicativos de su estado indiferenciado. En el Ejemplo 1 de la pa-
tente, la poblacion de células madre multipotentes es caracterizada mediante inmunocitometria. Otros métodos que
pueden ser utilizados para la caracterizacién incluyen, pero no se limitan a: andlisis inmunocitoquimico, andlisis por
northern blot, RT-PCR, andlisis de expresion génica en microarrays, estudios proteomicos o andlisis por differential
display.

Las células madre multipotentes derivadas del estroma pueden ser inducidas a diferenciarse in vitro para dar lugar
a células que expresen al menos una caracteristica propia de una célula especializada. Tales tipos celulares parcial o
totalmente diferenciados incluyen, pero no se limitan a linajes celulares propios de los siguientes tejidos y érganos: car-
tilago, hueso, grasa, musculo, tejido nervioso, piel, higado o pancreas, por ejemplo, condrocitos, osteocitos, adipocitos,
miocitos, cardiomiocitos, neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, queratinocitos, hepatocitos o células pancredticas.

Otro aspecto de la presente invencion, se refiere a una célula aislada diferenciada a partir de la célula madre multi-
potente de la invencién caracterizada porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula especializada.
En una realizacion preferida de la invencion, la célula diferenciada a partir de la célula madre multipotente de la inven-
cion expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula especializada seleccionada de la lista que comprende:
condrocito, osteocito, adipocito, miocito, cardiomiocito, neurona, astrocito, oligodendrocito, queratinocito, hepatocito
o célula pancredtica. En una realizacién mas preferida de la presente invencidn, la célula diferenciada a partir de la
célula madre multipotente de la invencién expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula especializada
seleccionada de la lista que comprende: condrocito, osteocito o adipocito.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una poblacion celular aislada diferenciada a partir de la célula madre
multipotente de la invencién, o a partir de una poblacién celular aislada constituida por, o que comprende, las células
madre multipotentes de la invencion, caracterizada porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula
especializada. En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, esta poblacién celular diferenciada se ca-
racteriza porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula especializada de la lista que comprende:
condrocito, osteocito, adipocito, miocito, cardiomiocito, neurona, astrocito, oligodendrocito, queratinocito, hepatocito
o célula pancredtica. En una realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn, esta poblacién celular dife-
renciada se caracteriza porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula especializada de la lista que
comprende: condrocito, osteocito o adipocito.

Los términos “célula diferenciada” o “poblacidn celular diferenciada” se refieren a la célula aislada o a la poblacién
celular aislada obtenida al cultivar a la célula o las células madre multipotentes de la invencion en condiciones que
favorezcan la induccién de su diferenciacion a células especializadas, y que como consecuencia de ello, expresan, al
menos, una caracteristica propia de una célula especializada.

La célula diferenciada o la poblacién celular diferenciada puede ser caracterizada mediante la identificacion de
proteinas de superficie y/o intracelulares, genes, y/u otros marcadores indicativos de diferenciacion de las células
madre de la presente invencion a diversos linajes. Métodos utilizados para la caracterizacion incluyen, pero no se
limitan a: inmunocitometria, andlisis inmunocitoquimico, andlisis por northern blot, RT-PCR, andlisis de expresién
génica en microarrays, estudios protedmicos o andlisis por differential display. Algunos de los métodos que pueden
emplearse para la caracterizacion se explican en el Ejemplo 2 de la patente.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una composicién farmacéutica que comprende las células o las poblaciones
celulares descritas anteriormente en este documento.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende las células o las poblaciones
celulares descritas anteriormente en este documento para su uso en terapia celular somaética.

Se entiende por “terapia celular somdtica” la utilizacién de células somdticas vivas, tanto aut6logas (proceden-
tes del propio paciente), como alogénicas (de otro ser humano) o xenogénicas (de animales), cuyas caracteristicas
biolégicas han sido alteradas sustancialmente como resultado de su manipulacion, para obtener un efecto terapéuti-
co, de diagnéstico o preventivo, por medios metabdlicos, farmacolégicos o inmunolégicos. Entre los medicamentos
de terapia celular somdtica se encuentran, por ejemplo, pero sin limitarse: células manipuladas para modificar sus
propiedades inmunoldgicas, metabdlicas o funcionales de otro tipo en aspectos cualitativos o cuantitativos; células
clasificadas, seleccionadas y manipuladas, que se someten posteriormente a un proceso de fabricacién con el fin de
obtener el producto terminado; células manipuladas y combinadas con componentes no celulares (por ejemplo, matri-
ces o productos sanitarios bioldgicos o inertes) que ejercen la accion pretendida en principio en el producto acabado;
derivados de células autélogas expresadas ex vivo (in vitro) en condiciones especificas de cultivo; o células modifi-
cadas genéticamente o sometidas a otro tipo de manipulacion para expresar propiedades funcionales homologas o no
homologas anteriormente no expresadas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende las células o las poblaciones
celulares descritas anteriormente en este documento para su uso en la prevencién o el tratamiento de lesiones, enfer-
medades degenerativas o genéticas de: cartilago, hueso, musculo, corazén, sistema nervioso central o periférico, piel,
higado o péncreas. Una realizacioén preferida de este aspecto de la presente invencion, se refiere a una composicién
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farmacéutica que comprende las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en este documento para su
uso en la prevencion o el tratamiento de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago o hueso.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que comprende las células o las poblaciones
celulares descritas anteriormente en este documento para su uso en terapia celular somdtica para la prevencién o el tra-
tamiento de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago, hueso, misculo, corazdn, sistema nervioso
central o periférico, piel, higado o pancreas. Una realizacién preferida de este aspecto de la presente invencidn, se re-
fiere a una composicién farmacéutica que comprende las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en
este documento para su uso en terapia celular somdtica para la prevencion o el tratamiento de lesiones, enfermedades
degenerativas o genéticas de: cartilago o hueso.

En una realizacién preferida de estos aspectos de la invencién, la composicién farmacéutica comprende cualquiera
de las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en este documento, y ademds, un vehiculo farmacéu-
ticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de las células o
las poblaciones celulares descritas anteriormente en este documento, y, ademads, junto con un vehiculo farmacéutica-
mente aceptable, otro principio activo.

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “substancia activa”, “substancia farmacéuticamente activa”,
“ingrediente activo” 6 “ingrediente farmacéuticamente activo” significa cualquier componente que potencialmente
proporcione una actividad farmacolédgica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacién, tratamiento, o

prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del hombre u otros animales.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden formularse para su administracién en una varie-
dad de formas conocidas en el estado de la técnica.

Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden administrarse a un animal, incluyendo un mamifero y, por
tanto, al hombre, en una variedad de formas, incluyendo, pero sin limitarse a, parenteral, intraperitoneal, intravenosa,
intradérmica, epidural, intraespinal, intraestromal, intraarticular, intrasinovial, intratecal, intralesional, intraarterial,
intracardiaca, intramuscular, intranasal, intracraneal, subcutanea, intraorbital, intracapsular, tépica, mediante parches
transdérmicos, via rectal, via vaginal o uretral, mediante la administracién de un supositorio, percutanea, espray nasal,
implante quirdrgico, pintura quirtirgica interna, bomba de infusién o via catéter.

La dosificacion para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de una variedad de factores, como
por ejemplo, la edad, peso, sexo o tolerancia, del mamifero. En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion
“cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de la composicién farmacéutica de la invencidon que
produzcan el efecto deseado y, en general, vendrd determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de
dicha composicion farmacéutica y el efecto terapéutico a conseguir. Los “adyuvantes” y “vehiculos farmacéuticamente
aceptables” que pueden ser utilizados en dichas composiciones son los vehiculos conocidos en el estado de la técnica.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden utilizarse en un método de tratamiento de forma
aislada o conjuntamente con otros compuestos farmacéuticos.

Otro aspecto de la presente invencién, se refiere al uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares
aisladas descritas anteriormente en este documento para la elaboracién de un medicamento.

Otro aspecto de la presente invencion, se refiere al uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares
descritas anteriormente en este documento para la elaboraciéon de un medicamento de terapia celular somética.

Otro aspecto de la presente invencion, se refiere al uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares
descritas anteriormente en este documento para la elaboracién de un medicamento para la prevencidn o el tratamiento
de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago, hueso, misculo, corazén, sistema nervioso central
o periférico, piel, higado o pancreas. Una realizacion preferida de este aspecto de la presente invencion, se refiere al
uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en este documento para la elabora-
cién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de:
cartilago o hueso.

Otro aspecto de la presente invencion, se refiere al uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares
descritas anteriormente en este documento para la elaboracién de un medicamento de terapia celular somética para
la prevencién o el tratamiento de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago, hueso, musculo,
corazoén, sistema nervioso central o periférico, piel, higado o pancreas. Una realizacién preferida de este aspecto de la
presente invencion, se refiere al uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en
este documento para la elaboracion de un medicamento de terapia celular somadtica para la prevencion o el tratamiento
de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago o hueso.

Cualquiera de las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en este documento pueden ser aplica-
das al desarrollo de ensayos in vitro e in vivo con los siguientes propdsitos industriales: bisqueda de fairmacos, estudios
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farmacolégicos, estudios toxicolégicos, estudios farmacogenémicos y/o estudios genéticos. Tales ensayos pueden ser
utilizados para la identificacion y/o caracterizacién de una multitud de dianas bioldgicas, compuestos bioactivos y/o
agentes farmacoldgicos.

La célula madre multipotente de la invencidn, o la poblacion celular constituida por, o que comprende, las células
madre multipotentes de la invencién, proporciona un sistema dnico en el cual esta célula o estas células pueden
diferenciarse para dar lugar a linajes especificos del mismo individuo. Ademds, la célula madre multipotente de la
invencién, o la poblacién celular constituida por, o que comprende, las células madre multipotentes de la invencion,
proporcionan una fuente de células en cultivo a partir de una potencial variedad de individuos genéticamente diversos
que pueden responder de distinta manera a diversos agentes bioldgicos y farmacoldgicos. Al comparar las respuestas de
las células procedentes de una poblacion estadisticamente significativa de individuos se pueden determinar los efectos
de los agentes bioldgicos o farmacoldgicos ensayados sobre el tipo celular concreto. A diferencia de la mayoria de los
cultivos primarios, las células madres multipotentes de la invencién se pueden mantener en cultivo y de esta forma
se pueden estudiar segtin vaya transcurriendo el tiempo. Por lo tanto, multiples cultivos celulares procedentes de un
unico o de distintos individuos pueden ser tratados con el agente de interés para determinar si existen diferencias en
el efecto que tiene dicho agente en ciertos tipos de células con el mismo perfil genético o, alternativamente, en tipos
celulares similares procedentes de individuos genéticamente distintos.

La utilizacion de cualquiera de las células o las poblaciones celulares descritas anteriormente en este documento en
un sistema de escrutinio de alto rendimiento (high-throughput screening) permite analizar una amplia gama de agentes
biolégicos y/o farmacoldgicos, asi como bibliotecas combinatoriales de los mismos, de una forma efectiva, para de
esta forma elucidar sus efectos en las células humanas. Dichos agentes incluyen, pero no estdn limitados a: péptidos,
anticuerpos, citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, hormonas, particulas virales, antibiéticos, compuestos
inhibitorios, agentes quimoterapéuticos, agentes citotoxicos, mutdgenos, aditivos alimentarios, composiciones farma-
céuticas o preparados de vacunas.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de cualquiera de las células o las poblaciones celulares descritas
anteriormente en este documento para evaluar in vitro la respuesta celular a, al menos, un agente biolégico o farmaco-
l6gico.

Una realizacion preferida de dicho método para evaluar in vitro la respuesta celular a agentes biol6gicos o farmaco-
16gicos, o a bibliotecas combinatoriales de dichos agentes, comprende lo siguiente: a) aislar las células proporcionadas
por la presente invencién a partir de un individuo o de una poblacién estadisticamente significativa de individuos; b)
diferenciar opcionalmente las células aisladas a un tipo celular concreto; ¢) expandir las células en cultivo; d) diferen-
ciar opcionalmente las células expandidas a un tipo celular concreto; e) poner en contacto el cultivo con uno o mas
agentes biolégicos o farmacoldgicos o con una biblioteca combinatorial de dichos agentes; y f) evaluar los posibles
efectos bioldgicos de dichos agentes sobre las células del cultivo.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, dicho agente bioldgico o farmacoldgico se selecciona
de la lista que comprende péptidos, anticuerpos, citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, particulas virales,
hormonas, antibiéticos, compuestos inhibitorios, agentes quimoterapéuticos, agentes citotdxicos, mutdgenos, aditivos
alimentarios, composiciones farmacéuticas o preparados vacunales.

La presente invencion provee, ademads, de métodos de obtencion de las células o las poblaciones celulares aisladas
descritas anteriormente en este documento.

Otro aspecto de la presente invencion, se refiere a un método de obtencién de una célula madre multipotente aislada
de la invencién, o de una poblacion celular aislada constituida por, o que comprende, células madre multipotentes,
caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de mesenterio; y

b) seleccionar las células madre multipotentes derivadas del estroma de la muestra bioldgica obtenida en (a).

En una realizacién preferida de este aspecto de la presente invencion la muestra bioldgica aislada de mesenterio es
de epiplén de mamifero. Preferiblemente, la célula madre multipotente, o la poblacidn celular aislada constituida por,
o que comprende, células madre multipotentes de la invencién obtenidas mediante este método, procede de un primate
y, més preferiblemente, de un humano.

Es posible obtener una muestra bioldgica aislada del mesenterio y, preferiblemente, del epiplon, por ejemplo,
pero sin limitarse mediante intervencién quirirgica abdominal abierta o intervencién quirtrgica laparoscopica. La
intervencién quirdrgica abdominal abierta es una técnica quirtirgica que permite que la cavidad abdominal sea dejada
abierta temporalmente, utilizando diversos procedimientos conocidos en el estado de la técnica, para facilitar el acceso
al abdomen; la ventaja de este tipo de intervencién quirdrgica es que la accesibilidad al tejido es completa y por tanto
se pueden obtener una muestra bioldgica aislada de mesenterio y, preferiblemente, de epiplén mayor. La cirugia
laparoscdpica es una técnica quirtirgica que se practica través de pequefias incisiones, usando la asistencia de una

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 867 B1

cdmara de video que permite al equipo médico ver el campo quirtrgico dentro del paciente y accionar en el mismo; la
ventaja de este tipo de intervencidn quirtrgica es que es minimamente invasiva y posibilita un periodo post-operatorio
mas rapido y confortable.

La seleccién de las células madre multipotentes derivadas de estroma de mesenterio y, preferiblemente, de epi-
plon, puede realizarse mediante diferentes procedimientos descritos en el estado de la técnica, y que pueden incluir,
por ejemplo, pero sin limitarse, procesado mecdnico, tratamiento enzimatico (por ejemplo, pero sin limitarse, con una
colagenasa), centrifugacion, lisis eritrocitaria, filtracidn, cultivo en plastico sin ninglin otro soporte o matriz extrace-
lular, cultivo en medios que favorecen la proliferacion de estas células o inmunocitometria. Algunos de estos métodos
se explican en detalle en el Ejemplo 1 de la patente.

La célula madre multipotente de la invencién, o la poblacién celular aislada constituida por, o que comprende,
células madre multipotentes de la invencidn, obtenida mediante el método anteriormente descrito puede ser caracteri-
zada para identificar las proteinas intracelulares y/o de superficie, genes, y/u otros marcadores indicadores de su estado
indiferenciado mediante métodos ampliamente conocidos en el estado de la técnica. En el Ejemplo 1 de la patente,
la poblacién de células madre multipotentes derivadas de estroma obtenidas mediante este método es caracterizada
mediante inmunocitometria. Otros métodos que pueden ser utilizados para la caracterizacion incluyen, pero no se li-
mitan a: andlisis inmunocitoquimico, andlisis por northern blot, RT-PCR, andlisis de expresion génica en microarrays,
estudios protedmicos o andlisis por differential display.

Preferiblemente, la célula madre multipotente de la invencidn, o la poblacién celular aislada constituida por, o que
comprende, células madre multipotentes de la invencidn, obtenida mediante el método anteriormente descrito, estd
caracterizada por:

a) ser positiva para los siguientes antigenos de superficie: CD105, CD90, CD73, CD29, CD49d y CD49a.
b) ser negativa para los siguientes antigenos de superficie: CD45, CD34, CD14 y HLA DR.

Otro aspecto de la presente invencidn, se refiere a un método de obtencién de una célula diferenciada o de una
poblacién celular aislada diferenciada a partir de la célula madre multipotente de la invencidn, o a partir de la poblacién
constituida por, o que comprende, células madre multipotentes de la invencién, caracterizado porque comprende los
siguientes pasos:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de mesenterio;

b) seleccionar las células madre multipotentes derivadas de estroma de la muestra biolégica obtenida en (a);
y

c¢) cultivar las células madre multipotentes de (b) en condiciones que favorezcan la induccién de su diferen-
ciacién a células especializadas.

Los métodos que se pueden usar para inducir la diferenciacion de las células madre multipotentes de la invencién
a diversos tipos celulares especializados concretos son conocidos por los expertos en la materia. Algunos de estos
métodos se explican en el Ejemplo 2 de la patente.

La célula diferenciada o la poblacién celular diferenciada obtenida mediante el método anteriormente descrito pue-
de ser caracterizada mediante la identificacion de proteinas de superficie y/o intracelulares, genes, y/u otros marcadores
indicativos de diferenciacion de las células madre de la presente invencidn a diversos linajes. Métodos utilizados para
la caracterizacién incluyen, pero no se limitan a: inmunocitometria, andlisis inmunocitoquimico, andlisis por northem
blot, RT-PCR, andlisis de expresion génica en microarrays, estudios proteémicos o andlisis por differential display.
Algunos de ellos se explican en el Ejemplo 2 de la patente.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Muestra la capacidad adipogénica de las lineas celulares derivadas obtenidas a partir de estroma de
epiplén. En tres experimentos diferentes varias lineas celulares derivadas de estroma de epiplén humano se cultivaron
durante 21 dias en un medio de cultivo de induccién de diferenciacion adipocitica (Poietics, Lonza), siguiendo el
protocolo recomendado. Para comprobar el grado de diferenciacion, las células se tifieron con Oil Red O (SIGMA).
(A) Control negativo. Células no tratadas con el medio de diferenciacion adipogénica. (B) Células diferenciadas a
adipocitos que acumulan numerosas vacuolas lipidicas positivas para la tincién con Oil Red O.
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Figura 2. Muestra el estudio de la capacidad osteogénica de las lineas celulares derivadas obtenidas a partir de
estroma de epiplon. En tres experimentos diferentes varias lineas celulares derivadas de estroma de epiplén humano se
cultivaron durante 21 dias en un medio de cultivo de induccién de diferenciacién osteogénica (Poietics, Lonza). Para
comprobar el grado de diferenciacion las células se tifieron con Alizarin Red (SIGMA). (A) Control negativo. Células
no tratadas con el medio de diferenciacidn osteogénica. (B) Células positivas para la tincién con Alizarin Red de la
matriz extracelular de calcio generada como consecuencia de la diferenciacion osteogénica.

Figura 3. Muestra el estudio de la capacidad condrogénica de las lineas celulares derivadas obtenidas a partir de
estroma de epiplén. En tres experimentos diferentes varias lineas celulares derivadas de estroma de epiplén humano se
cultivaron durante 21 dias mediante la técnica de diferenciacion celular de induccién en micromasa (Poietics, Lonza).
Para comprobar el grado de diferenciacién condrogénica las células se tifieron con Alcian Blue 8G (SIGMA). (A)
Control negativo de células no tratadas con el medio de cultivo de diferenciacién condrogénica. (B) Células tefiidas
con Alcian Blue formando estructuras y con morfologia tipicas cartilaginosas. (C) Magnificacién (20x) de la imagen
del panel B.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencién. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mds adelante
ilustran la invencién sin limitar el campo de aplicaciéon de la misma.

Ejemplo 1

Obtencion, derivacion, expansion y caracterizacion de lineas de células madre multipotentes a partir de estroma de
epiplon humano

Obtencion de epiplon humano como fuente de células madre multipotentes derivadas de estroma: Para la reali-
zacidn de la presente invencién se utiliza tanto epiplén derivado de donantes sanos-delgados, como de pacientes con
obesidad mdrbida. El epiplon se obtiene tanto por intervenciones quirtdrgicas mediante laparoscopia, como interven-
ciones de cirugia baridtrica a obesos mérbidos, donde la cantidad de tejido accesible es muy elevada.

Derivacion de lineas de células madre multipotentes derivadas a partir de estroma de epiplon humano: El epiplon
se procesa inmediatamente tras la obtencién de la muestra de tejido. Para asegurar el maximo de garantia, rendimiento
y reproducibilidad en el proceso de derivacién de las células madre multipotentes, todo el procedimiento de derivacién
e inicio del cultivo celular se ha optimizado para completarlo en las tres horas posteriores a la obtencién del tejido.
El epipldn se divide en porciones menores, para facilitar el aislamiento de la fraccién vascular del estroma del tejido,
que es la fuente celular donde residen las células madre multipotentes. El tejido se lava varias veces con volimenes
iguales de HBSS + 2% P/S (Hank’s Balanceo Saline Solution + 2% Penicilina/Streptomicina) (GIBCO). Una vez
lavado el tejido se incuba, durante 30 minutos a 37°C, con una solucién al 0.075% de colagenasa I (GIBCO) para
digerir la matriz extracelular del mismo y liberar el estroma del tejido. Tras la digestion, la colagenasa se neutraliza
con DMEM F12 + 10% FBS + 1% antibi6ticos (Dulbeco’s Modified Eagle Media F12 + 10% Fetal Bovine Serum)
(GIBCO) y la suspension celular se centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos para obtener un pellet de alta densidad
de la fraccién vascular del estroma del tejido. El pellet del estroma del tejido adiposo se resuspende en tamp6n de lisis
de eritrocitos (BD Biosciences) y se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la incubacién la
suspension celular se filtra a través de una malla de nylon de 100 mieras para eliminar debris celulares y se vuelve
a centrifugar a 1200 rpm durante 5 minutos. Por tltimo, el pellet celular se resuspende directamente en el medio de
cultivo inicial de expansién de células madre multipotentes: DMEM F12 + 10% FBS + 1% antibi6tico/antimicético.
Las células se siembran en frascos de cultivo y se incuban durante 16-18 horas a 37°C en un incubador al 5% de
CO2 en atmésfera himeda. Tras la incubacidn las células se lavan varias veces con PBS (Phosphate Buffered Saline)
(GIBCO) para eliminar células sanguineas no adherentes residuales. Las células se mantendran en medio de cultivo
inicial de expansién para fomentar la seleccién y homogenizacion de los cultivos para el linaje mesenquimal.

Expansion de lineas de células madre multipotentes derivadas de estroma de epiplon humano: El protocolo de
trabajo estd optimizado para garantizar la obtencion de cultivos homogéneos de células madre multipotentes derivadas
de estroma de epipléon humano. Para ello, el procedimiento de expansién se ha disefiado aprovechando las propias
caracteristicas de las células madre multipotentes, actualmente descritas por la ISCT (International Society for Cellular
Therapy). Las células madre multipotentes presentan adherencia al plastico de cultivo y son capaces de proliferar
indiferenciadas sin necesidad de ningiin otro soporte o matriz extracelular, a diferencia de otros linajes celulares
presentes en el estroma del tejido adiposo, por tanto estas caracteristicas permiten iniciar un cultivo selectivo para
potenciar el crecimiento y generacidn de lineas homogéneas de células madre multipotentes. Una vez que el cultivo
inicial adquiere la confluencia necesaria para pasar (subcultivar) las células, se procede a un cambio de medio, el cual
potencia todavia mds la expansion selectiva de las células madre multipotentes. El medio de expansién mesenquimal
presenta una formulacién compuesta de diferentes factores de crecimiento y con un porcentaje reducido del 2% de
suero (Mesempro, GIBCO). En estas condiciones de cultivo las lineas celulares derivadas pueden ser mantenidas en
constante proliferacién por un nimero muy elevado de pases de cultivo.
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Ejemplo 2
Caracterizacion de las células madre multipotentes derivadas de estroma de epiplon

Una vez en fase de expansion de los cultivos es necesario llevar acabo su caracterizacién para corroborar la deri-
vacion de lineas homogéneas de células madre multipotentes. Las lineas celulares derivadas presentan la morfologia
tipica mesenquimal. Regularmente las células se someten a un anélisis inmunofenotipico para corroborar que cumplen
con los paneles de expresion de antigenos descritos por la ISCT (Dominici y cols., Cytotherapy 2007). Por dltimo, para
asegurar que las lineas de células madre derivadas de estroma de epiplén cumplen con todos los requisitos marcados
por la ISCT, se realizan ensayos de diferenciacion celular adipogénica, osteogénica y condrogénica, para corroborar
la naturaleza multipotente de estas células.

Para asegurar el maximo control y garantia en los ensayos de diferenciacién adipogénica, osteogénica y condrogé-
nica, las células se cultivan utilizando medios de cultivo comerciales para la induccién de diferenciacion a esos linajes
celulares (Lonza) y siguiendo los protocolos de trabajo proporcionados por el distribuidor. Para corroborar la capa-
cidad de diferenciacién celular se realiza un estudio a tres niveles: morfolégico, mediante tinciones especificas para
cada tipo celular bien descritas en la bibliografia y andlisis de expresion de marcadores de linaje celular especificos.
Los resultados de estos andlisis se muestran en las Figuras 1,2 y 3.
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REIVINDICACIONES
1. Célula madre multipotente aislada derivada de estroma de mesenterio de mamifero, caracterizada por:
a) ser positiva para los siguientes antigenos de superficie: CD105, CD90, CD73, CD29, CD49d y CD49a.

b) ser negativa para los siguientes antigenos de superficie: CD45, CD34, CD14 y HLA DR.

2. Célula madre multipotente segun la reivindicacién 1 derivada de estroma de epiplén.
3. Célula madre multipotente segin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde el mamifero es un humano.

4. Célula aislada diferenciada a partir de la célula madre multipotente segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, caracterizada porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una célula especializada.

5. Célula segtn la reivindicacion 4, caracterizada porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una
célula especializada seleccionada de la lista que comprende: condrocito, osteocito, adipocito, miocito, cardiomiocito,
neurona, astrocito, oligodendrocito, queratinocito, hepatocito o célula pancredtica.

6. Célula segtn la reivindicacién 5, caracterizada porque expresa, al menos, una caracteristica propia de una
célula especializada seleccionada de entre: condrocito, osteocito o adipocito.

7. Poblacién celular aislada que comprende células segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Composicién farmacéutica que comprende la célula segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o de la
poblacién celular segin la reivindicacién 7.

9. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 8 que comprende, ademds, un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

10. Composicién farmacéutica segiin cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9 que comprende, ademads, otro princi-
pio activo.

11. Uso de la célula segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o de la poblacién celular segtin la reivindicacién
7 para la elaboracién de un medicamento.

12. Uso de la célula o de la poblacién celular segtn la reivindicacion 11 para la elaboracién de un medicamento de
terapia celular somatica.

13. Uso de la célula o de la poblacién celular segiin cualquiera de las reivindicaciones 11 6 12 para la elaboracion de
un medicamento para la prevencién o el tratamiento de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago,
hueso, musculo, corazén, sistema nervioso central o periférico, piel, higado o pancreas.

14. Uso de la célula o de la poblacién celular segtin la reivindicacién 13 para la elaboracién de un medicamento
para la prevencion o el tratamiento de lesiones, enfermedades degenerativas o genéticas de: cartilago o hueso.

15. Uso de la célula segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o de la poblacién celular segtin la reivindicacién
7 para evaluar in vitro la respuesta celular a, al menos, un agente bioldgico o farmacoldgico.

16. Uso de la célula o de la poblacién celular segin la reivindicacién 15 donde dicho agente biolégico o farmacolé-
gico se selecciona de la lista que comprende péptidos, anticuerpos, citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento,

particulas virales, hormonas, antibiéticos, compuestos inhibitorios, agentes quimoterapéuticos, agentes citotdxicos,
mutdgenos, aditivos alimentarios, composiciones farmacéuticas o preparados vacunales.

17. Método de obtencién de la célula madre multipotente segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que
comprende:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de mesenterio; y

b) seleccionar las células madre multipotentes derivadas de estroma de la muestra bioldgica obtenida en (a).

18. Método de obtencion de la célula segin cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 que comprende:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de mesenterio;
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b) seleccionar las células madre multipotentes derivadas de estroma de la muestra bioldgica obtenida en (a);

y

c) cultivar las células madre multipotentes de (b) en condiciones que favorezcan la induccién de su diferen-

ciacion a células especializadas.
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ISSN 1007-3418. Resumen. Medline [on line]: United States

National Library of Medicine. [recuperado el 16 de junio de

2010]. Recuperado de Internet:

<URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17711631?dopt=Abstract>

X ZUK, PA., et al. Human adipose tissue is a source of 1-18
multipotent stem cells. Molecular biology of the cell. Diciembre
2002. Vol. 13, n® 12, paginas 4279-4295. ISSN 1059-1524.

Ver todo el documento, especialmente resumen, resultados (primer
parrafo) y tabla 2.
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paginas 398-402. ISSN 1552-4884. Ver todo el documento,
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X SHIMIZU, K., et al. Newly developed primary culture of rat 1-18
visceral adipocytes and their in vitro characteristics. Cell
biology international. Abril 2006. Vol. 30, n° 4,

paginas 381-388. ISSN 1065-6995. Ver todo el documento,
especialmente resumen, materiales y métodos y discusion.
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OPINION ESCRITA

Ne¢ de solicitud: 200901046

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 17.06.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200901046

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 KEYSER, KA, et al. 2007

D02 BOQUEST, A.C., et al. Marzo-2005
D03 BOQUEST, A.C,, et al. 2006

D04 LIU, Z., et al. Agost-2007
D05 ZUK, PA., et al. Dic-2002

D06 THOLPADY, S.S., et al. Mayo-2003
D07 SHIMIZU, K., et al. Abril-2006
D08 PEIXING, W.U., et al. Enero-2001
D09 ZUK, PA., et al. Abril-2001

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de patente describe y reivindica células madre multipotentes aisladas de mesenterio humano, concre-
tamente de epiplén. Estas células tienen la morfologia y las caracteristicas generales de las células mesenquimales, y son
capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares. Reivindica también las células diferenciadas obtenidas a partir de estas
células multipotentes, los métodos de obtencién de las células multipotentes y las diferenciadas, y su uso terapéutico.

No se ha encontrado en el estado de la técnica ninglin documento que divulgue estas células tal y como estan reivindicadas
en la solicitud, por lo que ésta se considera nueva segun el articulo 6 de la Ley de Patentes.

Sin embargo, en numerosos documentos se describe el aislamiento y caracterizaciéon de células madre de tejido adiposo,
mediante técnicas muy semejantes a la de la solicitud, y la diferenciacion de esas células multipotentes hacia diferentes linajes
celulares. Los datos aportados en la presente solicitud para la descripcion de las células no permiten diferenciar las células
madre reivindicadas de las descritas en los documentos del estado de la técnica, por lo que la obtencién del objeto de la
solicitud resultaria seria evidente para el experto en la materia, a la luz de lo divulgado en el estado de la técnica anterior. Por
tanto, la solicitud no cumple el requisito de actividad inventiva segun el articulo 8 de la Ley de Patentes, como se explica a
continuacion.

Asi, en el documento D01 se describe el aislamiento de células mesenquimales de diversos tejidos, incluyendo el tejido adiposo
y el epiplén. Se realiza la caracterizacién fenotipica de estas células mediante el analisis de los marcadores celulares tipicos de
células mesenquimales. Del mismo modo que en la solicitud, las células aisladas en D01 expresan los marcadores de superficie
caracteristicos de células mesenquimales (CD29, CD105, o CD90, entre otros), y no expresan los marcadores tipicos de células
hematopoyéticas (CD14, CD34 o CD45) (ver figura 1).

Aunque no se analizan los mismos marcadores en la solicitud y en D01, la expresién de los marcadores analizados coincide
en ambos casos, y, en cualquier caso, se trata de marcadores generales de células mesenquimales ampliamente conocidos
en el estado de la técnica, que no aportarian actividad inventiva a la solicitud.

Como en la presente solicitud, también en el documento D01 las células madre aisladas son capaces de diferenciarse a
osteoblastos y adipocitos.

Aunque en D01 las células se aislan de epiplén de ratén, el aislamiento de esas células del mismo tejido en humanos resultaria
obvio para el experto en la materia, por lo que se considera que la informacién contenida en D01 afecta la actividad inventiva
de la presente solicitud. La diferenciacién a otros tipos celulares no confiere actividad inventiva a la solicitud, pues, como el
propio solicitante indica, los procedimientos y factores necesarios para inducir la diferenciacién de células madre a cualquier
linaje celular son ampliamente conocidos en el campo técnico de la solicitud.
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Hoja adicional

En el documento D02 se describe igualmente el aislamiento de células madre a partir de tejido adiposo humano. El estudio de
los marcadores de superficie de estas células aisladas muestra que son células similares a las reivindicadas en la solicitud, ya
que, si bien los marcadores de superficie analizados en la solicitud no coinciden en su totalidad con los estudiados en D02,
esto no confiere actividad inventiva a la solicitud, como ya se ha explicado en el caso de D0O1. Se aprecia una diferencia en
la expresién del marcador CD34: las células de la solicitud son negativas para este antigeno y las del documento D02 son
positivas en el momento del aislamiento, pero tras el 4° pase pierden este marcador. Ya que en la solicitud no se especifica en
qué momento se analiza la presencia de los marcadores, no se ha tenido en cuenta este matiz a la hora de juzgar el efecto
que la informacion divulgada en D02 tiene en la actividad inventiva de la solicitud. Aunque en el documento D02 no se explicita
que las células madre se obtengan de epiplén, si se expone claramente que el tejido adiposo de partida es tejido abdominal, y
se obtienen las células de la fraccién vascular del estroma del tejido, como en la solicitud (ejemplo 1); por tanto, no supondria
un esfuerzo inventivo obtener las células de la solicitud partiendo del tejido adiposo del epiplén humano a partir de lo divulgado
en D02, y, en consecuencia, la solicitud no cumple el requisito de actividad inventiva de la Ley de Patentes.

El documento D03 divulga las mismas células que las descritas en D02, incluyendo, ademas, protocolos detallados para su
aislamiento, caracterizacion y diferenciacion. Por tanto, D03 afecta la solicitud de la misma manera que lo hace D02.

En el documento D04 se aislan células madre mesenquimales de tejido adiposo de epipléon humano, y se emplea para ello
un procedimiento muy semejante al descrito en la solicitud. Ademés, la expresion de los marcadores de superficie analizados
en D04 coincide con la obtenida en la solicitud. Aunque en D04 las células madre obtenidas se diferencian Unicamente a
hepatocitos, la diferenciacion a otros tipos celulares no supone un esfuerzo inventivo, pues son procesos conocidos en el
estado de la técnica (ver mas arriba). Por tanto, la presente solicitud no cumple el requisito de actividad inventiva a la luz de lo
divulgado en D04.

El documento D05 divulga también la obtencién de células madre a partir de estroma de tejido adiposo humano procedente de
tratamientos de liposuccion, y la diferenciacion de las mismas a adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos y células nerviosas.
Aunque no se especifica la procedencia exacta de las muestras, las células obtenidas coinciden casi en su totalidad en cuanto
a los antigenos de superficie con las células reivindicadas en la solicitud (ver tabla 2 en D05). Por tanto, resultaria obvio para el
experto en la materia aplicar el procedimiento de D05 para obtener la poblacion celular de la solicitud a partir de muestras de
tejido adiposo de epiplén humano, con unas altas probabilidades de éxito. En consecuencia, D05 afecta la actividad inventiva
de la presente solicitud.

En los documentos D06 y D07 las células mesenquimales se obtienen de muestras de tejido adiposos de rata. En D06 se
parte de estroma del tejido adiposo visceral que rodea el estémago y el intestino, y en D07, del estroma del tejido adiposo
mesentérico. En ningln caso se realizan estudios de los marcadores de superficie, aunque si se muestra que las células
obtenidas tienen caracteristicas de células mesenquimales, y son capaces de diferenciarse a varios linajes celulares. A pesar
de que las muestras no son humanas, la semejanza del tejido de obtencién de las células (tejido graso mesentérico) y del
procedimiento empleado, implica que resultaria evidente para el experto en la materia llegar al método y a las células de la
invencién. Por tanto, también los documentos D06 y D07 afectan la actividad inventiva de la solicitud.

En el documento D08 el tejido a partir del cual se obtienen las células madre no es humano, sino canino. Pero, puesto que se
parte de estroma de epiplén, como en la solicitud, resultaria evidente para el experto en la materia aplicar esa técnica para la
obtencién de células madre de epiplon humano. Por ello, la informacion divulgada en D08 afecta la actividad inventiva de la
solicitud.

Por ultimo, en el documento D09 también se describe el aislamiento y diferenciacion de células madre a partir de tejido adiposo.
Dado que no se define la fuente exacta del tejido, ni los marcadores de superficie de las células obtenidas, no se considera que
afecte la actividad inventiva de la solicitud, sino que se trata, mas bien, de un documento que divulga conocimientos generales
del estado de la técnica.
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