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DESCRIPCION

Meétodo para generar anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos de membrana de células progenitoras
neurales, anticuerpos producidos por dicho método, y usos.

La presente invencidn se refiere al empleo de los anticuerpos monoclonales, denominados NILO1 y NILO2, que
se unen a marcadores de superficie celular, con el fin de identificar, aislar y enriquecer poblaciones en células pro-
genitoras, incluyendo células progenitoras del sistema nervioso central. También se refiere al método especifico para
obtener los anticuerpos, a una composicién farmacéutica que contenga dichos anticuerpos y a sus usos, entre los que
se incluye un método para identificar el efecto de una molécula o farmaco sobre poblaciones de células progenitoras.

Estado de la técnica anterior

Con pocas excepciones, las poblaciones neuronales del sistema nervioso central (SNC) habian sido consideradas
como esencialmente posmitdticas y diferenciadas, sin capacidad de ser reemplazadas tras su muerte. La confirmacién
de procesos de neurogénesis activa, principalmente en dos areas del SNC adulto de todos los mamiferos (Altman
and Das, 1965. J Comp Neurol 124: 319-35; Alvarez-Buylla et al., 2000. Prog Brain Res 127: 1-11; Bedard and
Parent, 2004. Brain Res Dev Brain Res 151: 159-68; Bonnert et al., 2006. Eur J Neurosci; Lennington et al., 2003.
Reprod Biol Endocrinol 1: 99), sugiere un potencial del cerebro para regenerarse, incluyendo el cerebro humano. Esto
ofrece un futuro prometedor para las terapias de reemplazo celular y, por lo tanto, para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, para las cuales todavia no se dispone de un enfoque terapéutico efectivo.

Las células madre neurales constituyen el origen de todas las células cerebrales, las neuronas y la glia. Las células
de glia, inicialmente consideradas como células de soporte, incluyen a los astrocitos, células con forma estrellada e
involucradas en diferentes funciones, y los oligodendrocitos, que rodean con mielina los axones de las neuronas para
protegerlos. El nimero de células madre neurales es muy escaso en un cerebro adulto, aunque la neurogénesis se
mantiene a lo largo de la vida en ratones y probablemente en humanos.

Las células madres neurales se concentran principalmente en unos nichos determinados del tejido nervioso central
que son particularmente, la zona subventricular (SVZ) del ventriculo lateral (Doetsch et al., 1999. Cell 97: 703-16) y
la zona subgranular del hipocampo, debajo del giro dentado. La zona subventricular telencefélica (SVZ) es la fuente
principal de células madre neuronales en ratones adultos, generando las neuronas del bulbo olfatorio (OB) (Alvarez-
Buylla et al., 2000. Prog Brain Res 127: 1-11; Bedard et al., 2002. Eur J Neurosci 16: 1917-24; Doetsch et al.,
2002. Neuron 36: 1021-34; Dutton and Bartlett, 2000. Dev Neurosci 22: 96-105; Pencea et al., 2001. Exp Neurol 172:
1-16). La SVZ consiste en una ldmina delgada de células proliferando activamente en la edad adulta, cubriendo las
paredes de los ventriculos laterales. (Doetsch et al., 1999. Cell 97: 703-16). Algunas de estas células progenitoras estdn
concentradas en el cuerpo anterior del ventriculo, dando lugar a la via migratoria rostral (RMS = rostral migratory
stream).

Eventualmente las células madre neurales pueden también derivar del builbo olfatorio como resultado de la mi-
gracién de las células subependimales por la via migratoria rostral (Alvarez-Buylla y Lim, 2004. Neuron 41: 683-
6). Estas areas se definen como neurogénicas dada la posibilidad de obtener in vitro células capaces de mantener la
autorenovacioén creciendo o en monoldminas sobre substrato recubierto de tejido o como agregados de células cono-
cidos como neuroesferas. Las células madre neurales pueden proliferar y mantener la capacidad de autorenovacion si
crecen en el medio apropiado suplementado con EFG y FGF bésico. La retirada de estos factores del medio provoca
la diferenciacién en los principales tipos neurales, neuronas y células de la glia (astrocitos y oligodendrocitos).

De estas zonas proliferativas, se han aislado las células pluripotentes y se han clonado y expandido en cultivo. Bajo
condiciones in vitro, o luego de ser transplantadas, estas células tienen la capacidad de generar los tres principales
tipos celulares del sistema nervioso central y, por ello, son clasificadas como células pluripotentes neurales.

La sustitucién funcional de poblaciones neuronales especificas mediante transplante de tejido neural representa
una estrategia terapéutica atractiva para tratar enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, actualmente, las células
madre neurales se obtienen a partir de tejido cerebral, mediante biopsia de tejido o necropsia, lo que plantea problemas
éticos y de compatibilidad inmunoldgica. Por tanto, sigue existiendo la necesidad de proporcionar una fuente de células
madre neurales que supere los inconvenientes mencionados.

En este sentido, se conocen anticuerpos monoclonales que identifican células madres neurales utilizando antigenos
presentes en el interior de la célula (antigenos intracitoplasmicos), que tienen como inconveniente que no pueden ser
utilizados para seleccionar poblaciones celulares viables, ya que requieren permeabilizar la membrana citopldsmica,
con la consiguiente muerte celular, para que el anticuerpo pueda unirse a su antigeno que estd en el interior de la
célula. Existen muchos anticuerpos monoclonales intracitoplasmicos que caracterizan células precursoras neurales,
como nestina, Sox2, Vimentina, o GFAP (para precursores muy inmaduros) y doblecortina, PSA-NCAM, Ki67, y
tubulina SB-III (para precursores proliferativos, y neuroblastos), pero hasta la fecha solo se han caracterizado unos
pocos anticuerpos frente a los antigenos de superficie de las células progenitoras neurales.

Se ha propuesto la perdida de tejido neural como la causa de de algunas patologias neuro-degenerativas que conlle-
van a una perdida progresiva de respuesta cerebral y la muerte del individuo. Hoy no existen tratamientos curativos de
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estas enfermedades y solo determinados tratamientos paliativos logran mejoras temporales de la enfermedad. Una de
las razones de esta situacion de cura temporal, es por la imposibilidad de suministrarles a estos enfermos mediante el
transplante nuevas células madre neurales, una terapia celular que les permitiria regenerar, al menos en parte, el tejido
dafiado y mejorar su situacion, probablemente de forma definitiva.

Pero hasta hoy ha sido pricticamente imposible obtener herramientas que permitan la purificacion de células madre
para su posterior enriquecimiento, seleccion y estudio o uso como agentes terapéuticos, lo que indica claramente la
necesidad de encontrar nuevos marcadores de superficie contra las células neurales.

Explicacion de la invencion

Existe, por tanto, la necesidad de encontrar una herramienta que permita la deteccién de células progenitoras para
el enriquecimiento de poblaciones de células madre y precursores tempranos, lo que permitiria su estudio y uso como
agentes terapéuticos.

En este sentido y de acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para
generar anticuerpos monoclonales que reconocen especificamente antigenos de membrana de células progenitoras que
comprende:

a. Generacién de neuroesferas que contengan células madre neurales (CMN) a partir del bulbo olfativo de un
embrion de ratén de 13,5 dias de edad.

b. Inmunizacién de un hamster armenio macho de 4 meses de edad con células viables de neuroesferas
c. Obtencion de los linfocitos mediante la extraccion del bazo de dicho animal

d. Fusién de los linfocitos con células de mieloma no-productor de ratén, dando lugar a células hibridas o
hibridomas

e. Determinacion y/o seleccién de los anticuerpos producidos por los hibridomas mediante citometria de flujo
de células de neuroesferas, donde las células muertas se excluyen del andlisis, en presencia de ioduro de
propidio.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencidn, se proporciona unos anticuerpos monoclonales,
obtenidos por el procedimiento anterior, que comprenden:

a) el anticuerpo monoclonal, denominado NILO1 (clon 1 B6.2.13), producido por el hibridoma depositado el 12
de marzo de 2008 con el nimero de acceso DSM No. ACC2887 en la autoridad internacional de depésito Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, Alemania, y cuya secuencia nu-
cleotidica codificante de la cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 1, y la secuencia nucleotidica codificante de la
cadena ligera comprende SEQ ID NO: 2.

b) el anticuerpo monoclonal, denominado NILO2 (clon 2 B7.10), producido por el hibridoma depositado el 4 de
febrero de 2008 bajo el nimero de acceso DSM No. ACC2881 en la autoridad internacional de depdsito Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, (DSMZ), Braunschweig, Alemania, y cuya secuencia nu-
cleotidica codificante de la cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 3, y la secuencia nucleotidica codificante de la
cadena ligera comprende SEQ ID NO: 4.

Un tercer aspecto de la presente invencién lo constituyen los fragmento/s activo/s de cualquiera de los anticuerpos
monoclonales de la reivindicacién anterior.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se proporciona una construccién genética de ARN 6 ADN
capaz de transcribirse a un anticuerpo/s o fragmento/s de anticuerpo/s de la invencion, segin cualquiera de las reivin-
dicaciones anteriores.

Dicha construccién genética, dirigiria la transcripcién in vitro o intracelular de la secuencia o secuencias del an-
ticuerpo o anticuerpos (NILO1 y/o NILO2) o fragmento o fragmentos del mismo o de los mismos, de la invencion,
y comprende, al menos, uno de los siguientes tipos de secuencias: a) secuencia de nucleétidos, preferentemente de
doble cadena, que comprende, al menos, la secuencia codificante de un anticuerpo de la invencién o del fragmento
de anticuerpo de la invencién para su transcripcion, b) secuencia de nucledtidos, preferentemente de doble cadena,
correspondiente a un sistema o vector de expresion génica que comprende la secuencia codificante de la secuencia de
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién operativamente enlazada con, al menos, un promotor que dirija
la transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de interés, y con otras secuencias necesarias o apropiadas para su
transcripcion y regulacién adecuada en tiempo y lugar, por ejemplo, sefiales de inicio y terminacidn, sitios de corte,
sefial de poliadenilacién, origen de replicacion, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcio-
nales (silencers), etc... Miltiples de estos sistemas o vectores de expresion pueden ser obtenidos por métodos conven-
cionales conocidos por los expertos en la materia (Sambrook et al., 1989) y forman parte de la presente invencion.
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Otro aspecto de la presente invencion lo constituyen los hibridomas productores de los anticuerpos monoclonales
NILO 1y NILO 2, depositados bajo el nimero de acceso DSM No. ACC2887 y DSM No. ACC2881 en la autoridad in-
ternacional de depésito Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, (DSMZ), Braunschweig,
Alemania.

Otro aspecto de la presente invencidn describe un método para producir una poblacion altamente enriquecida en
células madre 6 progenitoras que comprende:

a) Poner en contacto una poblacién de células con un reactivo que reconoce un epitopo o determinante antigénico
en un marcador de superficie celular reconocido por el anticuerpo monoclonal NILO 1 y/o el anticuerpo monoclonal
NILO2; y

b) Seleccionar las células en las que existe un contacto entre el reactivo y el epitopo o determinante antigénico.

En una realizacién preferida de la presente invencion, las células madre, son células madre del sistema nervioso

central humano que puede iniciar neuroesferas (NS-IC).

En una realizaciéon mds preferida de este aspecto de la invencidn, la poblacién conteniendo células neurales o
células derivadas neurales se obtiene de un cultivo de neuroesferas.

En una realizacién mds preferida de este aspecto de la invencidn el reactivo se selecciona de una lista que com-
prende:

a) un anticuerpo, o fragmento del mismo, capaz de reconocer un epitopo o determinante en el marcador celular de
superficie reconocido por el anticuerpo monoclonal NILO 1,

b) un anticuerpo, o fragmento del mismo, capaz de reconocer un epitopo o determinante en el marcador celular de
superficie reconocido por el anticuerpo monoclonal NILO 2,

¢) un anticuerpo NILO 1 o fragmentos activos del mismo.

d) un anticuerpo NILO 2 o fragmentos activos del mismo.

e) un ligando o una molécula que se une al marcador de superficie reconocido por el anticuerpo NILO1,

f) un ligando o una molécula que se une al marcador de superficie reconocido por el anticuerpo NILO2,

g) un fluorocromo conjugado,

h) un conjugado con particulas magnéticas.

En una realizacién ain mds preferida de este aspecto de la invencion el reactivo contiene el anticuerpo monoclonal
NILOL1 y/o NILO 2, acoplado o acoplados a marcadores como enzimas, croméforos, materiales quimioluminiscentes,
radionucleétidos o nanoparticulas.

En una realizacién atin mas preferida de la presente invencion, la seleccion de las células progenitoras se realiza
mediante técnicas de citometria de flujo, citometria de flujo FACS (Fluorescence-activated cell sorting), o de micros-
copia, o utilizando técnicas de inmunocitoquimica (células) o inmunohistoquimica (tejido), o por seleccion magnética,

o por cualquier otro método de seleccion positiva.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona una poblacién enriquecida de células madre o células progeni-
toras neurales. Dicha poblacién enriquecida se ha obtenido segiin el método descrito previamente.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la poblacién enriquecida en células madre o células
progenitoras se usa como medicamento.

En una realizaciéon mas preferida de este aspecto de la invencion, la poblacién enriquecida en células madre o
células progenitoras se usa en el tratamiento de patologias degenerativas o que cursen con procesos de destruccién
tisular. Entre estas enfermedades se encuentran, pero sin limitarse a, el Alzheimer, el Parkinson, la diabetes, la necrosis
cardiovascular o la deplecién hematopoyética.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se describe un método de screening o descubrimiento de
farmacos que comprende los siguientes pasos:

a) seleccionar de una poblacidn que contiene células neurales o células derivadas neurales que se unen al anticuerpo
monoclonal NILO 1 y/o al anticuerpo monoclonal NILO 2, y de este modo producir una poblacién enriquecida para
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células humanas iniciadoras de neuroesferas (NS-IC) si se compara con la poblacién de células neurales o derivadas
neurales,

b) inocular en un mamifero no humano dicha poblacién enriquecida,

¢) administrar una composicién con potencial farmacéutico a dicho mamifero asi como a otro mamifero no humano
al que no se le ha inoculado la poblacion descrita en la fase anterior (sujeto control); y

d) comparar el efecto de dicha administracion entre ambos mamiferos.

En una realizacién preferida de la presente invencién, el mamifero no humano es un roedor.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se describe un método de screening o descubrimiento de
farmacos que comprende los siguientes pasos:

a) seleccionar de una poblacidn que contiene células neurales o células derivadas neurales que se unen al anticuerpo
monoclonal NILO 1, y enriquecer mds atin dicha poblacién por seleccién adicional de las células que se unen al
anticuerpo monoclonal NILO 2, y de este modo producir una poblacién enriquecida para células humanas iniciadoras
de neuroesferas (NS-IC) si se compara con la poblacion de células neurales o derivadas neurales,

b) inocular en un mamifero no humano dicha poblacién enriquecida para CNS-SC humanas que pueden iniciar
neuroesferas (NS-IC)

¢) administrar una composicién con potencial farmacéutico a dicho mamifero asi como a otro mamifero no humano
al que no se le ha inoculado la poblacion descrita en la fase anterior (sujeto control); y

d) comparar el efecto de dicha administracién

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién se describe un método como el anterior, en el que el
mamifero no humano es un roedor.

Definiciones

El término “anticuerpo” tal como se emplea en esta memoria, se refiere a moléculas de inmunoglobulinas y por-
ciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de
fijacién de antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona con) un marcador de superficie o un epitopo. Ejem-
plos de porciones de moléculas de inmunoglobulinas inmunolégicamente activas, incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2
que pueden ser generados tratando el anticuerpo con una enzima tal como la pepsina.

La expresion “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal” tal como se emplea en esta me-
moria, alude a una poblacién de moléculas de anticuerpos que contienen solamente una especie de un sitio de fijacién
de antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo particular de las células progenitoras. Una composicion de
anticuerpo monoclonal, por tanto, manifiesta una tnica afinidad de unién para la célula progenitora con la que inmu-
norreacciona. Los anticuerpos convencionales, o “anticuerpos policlonales” incluyen tipicamente anticuerpos distintos
dirigidos contra determinantes distintos (epitopos), mientras que cada anticuerpo monoclonal estd dirigido contra un
unico epitopo en el antigeno.

El término “epitopo” en esta memoria se refiere a la parte de una macromolécula que es reconocida por el sistema
inmune, especificamente por anticuerpos, células B, o células T. Aunque usualmente se piensa que los epitopos se
derivan de proteinas no propias, las secuencias derivadas del hospedador pueden ser reconocidas y también clasificadas
como epitopos.

Usando tecnologia de ADN recombinante, es posible construir un anticuerpo monoclonal uniendo la regién varia-
ble o de reconocimiento antigénico a un armazén de un anticuerpo humano. Asi, el anticuerpo monoclonal puede ser
alterado bioquimicamente, por manipulacién genética, o puede ser sintético, careciendo, posiblemente, el anticuerpo
en su totalidad o en partes, de porciones que no son necesarias para el reconocimiento de la célula progenitora y
estando sustituidas por otras que comunican al anticuerpo propiedades ventajosas adicionales.

Un “anticuerpo recombinante” es uno que ha sido producido en una célula hospedadora que ha sido transformada o
transfectada con el 4cido nucleico codificante del anticuerpo, o produce el mismo como resultado de la recombinacién
homologa.

“Transformacion” y “transfeccién” se utilizan de manera intercambiable para referirse al procedimiento de in-
troduccién del 4cido nucleico en una célula. Después de la transformacién o transfeccidn, el 4cido nucleico puede
integrarse en el genoma de la célula hospedadora o puede existir como un elemento extracromosomal. La “célula
hospedadora” incluye una célula en un cultivo in vitro asi como una célula en un animal hospedador. En la patente US
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5,534,615 se describen, por ejemplo, algunos de estos procedimientos para la produccién recombinante de polipépti-
dos.

Se dice que una célula ha sido “genéticamente alterada”, “transfectada” o “genéticamente transformada” cuando
un polinucleétido ha sido transferido a una célula por cualquier método disponible mediante manipulacién artificial,
o cuando la célula es la progenie de la originalmente alterada que tiene inherentemente el polinucledtido transferido.
El polinucleétido puede comprender, a menudo, una secuencia que puede transcribirse y que codifica una proteina
de interés, la cual permite a la célula expresar dicha proteina. La alteracion genética se dice que es “heredable” si la
progenie de la célula alterada tiene la misma alteracién.

Los anticuerpos también pueden ser “quiméricos”, inmunoglobulinas en las que una regién de la cadena pesada
y/o ligera es idéntica a u homologa a las secuencias correspondientes en anticuerpos procedentes de un especie deter-
minada o perteneciente a una clase o subclase de anticuerpos determinados, mientras que la(s) cadena(s) restante(s)
es(son) idéntica(s) a, o homdloga(s) a, las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies
o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, de manera que
exhiban la actividad biolégica deseada (patente US 4,816,567).

El término “regién hipervariable” cuando se utiliza en el presente documento, se refiere a los residuos de aminoa-
cidos de un anticuerpo que son responsables de la unién a antigeno. La region hipervariable comprende residuos de
aminodcidos de una “regién determinante de complementariedad” y/o aquellos residuos de un “bucle hipervariable”.
Los residuos de sostén (en inglés “framework™) o “FR” son aquellos residuos del dominio variable diferentes de los
residuos de la region hipervariable, tal y como se han definido en el presente documento.

En la mayoria de casos, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpos receptores) en
los que los residuos de las regiones hipervariables del receptor se han sustituido por residuos de una regién hiperva-
riable de una especie no humana (anticuerpo donante) como ratén, rata, conejo o un primate no humano que tenga la
especificidad, afinidad y capacidad deseadas.

En algunos casos, los residuos de sostén (FR) de la regién Fv de inmunoglobulina humana se sustituyen por
los correspondientes residuos no humanos. Ademds, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que
no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para refinar
mads la funcién del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente todo de por lo
menos uno, y generalmente dos, dominios variables, en los que todos o practicamente todos los bucles hipervariables
corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de
una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprenderd, opcionalmente, por lo
menos una parte de una regién constante de la inmunoglobulina (Fe), en general de una inmunoglobulina humana.
Distintos procedimientos para la obtencién de anticuerpos humanizados son conocidos en el estado de la técnica.

Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden una parte de un anticuerpo de longitud completa, generalmente la
regién de unién a antigeno o variable, del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen los fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv; homodimeros bivalentes (en inglés “diabodies”); anticuerpos lineales; moléculas de anticuer-
po de cadena sencilla; y anticuerpos multiespecificos formados por fragmentos de anticuerpos. Se han desarrollado
varias técnicas para la produccioén de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos fragmentos proceden de la
digestion proteolitica de anticuerpos intactos. Sin embargo, estos fragmentos se pueden producir ahora de manera
directa mediante células hospedadoras recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de
las librerfas de fagos de anticuerpos. De manera alternativa, los fragmentos Fab’-SH se pueden recuperar directamente
de E. coli y unirse quimicamente para formar fragmentos F(ab’)2. En otra realizacion, el F(ab’)2 se forma utilizando
la cremallera de leucinas GCN4 para promover el ensamblaje de la molécula F(ab’)2. De acuerdo con otra aproxi-
macion, se pueden aislar directamente los fragmentos de F(ab’)2 del cultivo de células hospedadoras recombinantes.
Otras técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos serdn evidentes para los practicantes expertos. En
otras realizaciones, el anticuerpo de eleccién es un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv). Para una revision, véase
WO/1993/016185.

El “Fv de cadena sencilla” (scFv) o los “fragmentos de anticuerpos” comprenden los dominios VH y VL del
anticuerpo, en donde estos dominios estdn presentes en una cadena polipeptidica sencilla. En general, el polipéptido
Fv comprende, ademds, un engarce polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que forme la estructura
deseada para la unién a antigeno.

El término “homodimeros bivalentes” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequefios con dos sitios de unién
a antigeno, comprendiendo estos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio
variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica. Utilizando un engarce que sea demasiado corto para
dejar que se emparejen los dos dominios en la misma cadena, se fuerzan los dominios a emparejarse con los dominios
complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

La expresion “anticuerpos lineales” se refiere a anticuerpos que comprenden un par de segmentos tindem Fd (VH-
CHI1-VH-CH1) que forman un par de regiones de unién a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos
0 monoespecificos.
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Los “anticuerpos multiespecificos” tienen especificidades de unién para, por lo menos, dos epitopos diferentes, en
donde los epitopos son, normalmente, de antigenos diferentes. Mientras que tales moléculas normalmente se unirdn
solo a dos antigenos (es decir, anticuerpos biespecificos, BsAbs), anticuerpos con especificidades adicionales tales
como los anticuerpos triespecificos, se engloban dentro de la expresion cuando es utilizada en el presente documento.
En el estado de la técnica se conocen procedimientos para la preparacién de anticuerpos biespecificos. En la presente
invencion los fragmentos de anticuerpo son capaces de unirse especificamente a un epitopo de una célula progenitora.

El término “célula madre” se refiere a una célula indiferenciada relativamente quiescente que es capaz de proliferar
y dar lugar a mds células madre, teniendo asimismo la habilidad de generar un gran nimero de células progenitoras
que, a su vez, pueden dar lugar a células diferenciadas, o células hija diferenciadas o diferenciables. Pueden automan-
tenerse, lo que significa que con cada division celular, una célula hija serd también una célula madre.

El término “célula madre neural” (CMN) se refiere a las células madre multipotenciales capaces de producir una
progenie que sea capaz de diferenciar a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

El término “célula progenitora” se refiere a una célula no diferenciada derivada de una célula madre. La célula
progenitora puede autorenovarse pero tiene una capacidad proliferativa limitada (a diferencia de una célula madre,
la capacidad de proliferacién estd limitada y, por lo tanto, no exhibe un automantenimiento). Estd comprometida a
una via particular de diferenciacién y eventualmente, en condiciones apropiadas, a diferenciar a neuronas, astrocitos u
oligodendrocitos.

El término “células precursoras” se refiere a las células vivas modificadas o manipuladas mediante los métodos
del invento inmediato que se derivan de células madre, in vivo o in vitro, e incluyen tanto células progenitoras como
células madre, siendo por tanto autorrenovables y multipotentes. In vitro, las células precursoras derivadas de las
células madre neurales crecen tipicamente en la forma de neuroesferas, pero pueden exhibir diferentes patrones de
crecimiento dependiendo de las condiciones de cultivo.

El término “neuroesfera” se refiere a un agolpamiento de células derivadas de células madre neurales y cultivadas
in vitro. Al menos algunas de las células son del fenotipo nestina (+) (que reaccionan con la nestina, marcador intraci-
toplasmico de células madre neurales). El agrupamiento estd compuesto de células madre y/o células progenitoras, y
puede o no incluir células diferenciadas.

La fuente preferente de tejido neuronal se obtiene a partir de mamiferos, preferentemente de roedores (por ejem-
plo, ratones y ratas) y de primates, siendo el mas preferente a partir de humanos (excluyendo tejidos embrionarios
humanos). En las patentes US 5,750,376 y 5,851,832 se describe un método para el aislamiento y proliferacién de
células madre neuronales del SNC autorenovables y multipotenciales a partir de tejido neuronal de humano adulto, de
mono Rhesus adulto, de embrién de ratén, y a partir de tejido cerebral de ratén juvenil y adulto. El método incluye el
establecimiento de células madre neuronales en el cultivo a partir de células madre neuronales del SNC, asi como la
diferenciacion de la progenie de la célula madre neuronal del SNC.

El término “ventriculo” se refiere a cualquier cavidad o conducto dentro del sistema nervioso central a través
del que fluye el fluido cerebroespinal. Asi, el término no sélo abarca los ventriculos laterales, tercero y cuarto, sino
también abarca el canal central y el acueducto cerebral.

El término “tejido ventricular” se refiere a los tejidos que revisten los ventriculos del SNC e incluyen el subepen-
dima que comprende una coleccién de células no diferenciadas incluyendo las células madre del SNC y las células
progenitoras.

El término “poblacién proliferante de modo constitutivo” se refiere a la poblacion de células que se dividen locali-
zadas dentro del subependima de los ventriculos laterales del cerebro anterior de mamiferos adultos [como se perfil6
por Smart; J. Comp. Neurol. 116:325, (1961)], y comprende aproximadamente el 33% de las células en algunas regio-
nes del subependima [Morshead y van der Kooy, J. Neurosci. 12:249, (1992)].

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 descripcién y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras
Figura 1. Diagrama describiendo el origen de los hibridomas NILO.

A partir del bulbo olfativo de un embrién de 13,5 dias se generan neuroesferas que en pase 5-6 son usadas como
antigenos para inmunizar un hamster armenio (Cricetulus migratorius) adulto con tres inyecciones de 5 millones
de células, durante tres meses. Tres dias después de la dltima inmunizacién las células del bazo se fusionan con el
mieloma no productor de Balb/c P3-X63.Ag8.653. Los clones seleccionados en HAT, se crecen y se analizan mediante
citometria de flujo.
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Figura 2. Diagrama del método de seleccion de los anticuerpos monoclonales.

a) Se seleccionan por citometria de flujo los anticuerpos monoclonales que marquen con cierta intensidad células
derivadas de neuroesferas del bulbo olfativo de ratones de 13,5 dias y neuroesferas derivadas de la SVZ de ratones
adultos 6 semanas. La citometria se realizé en un Coulter XL; se pasaron 10,000 eventos selecciondndose aquellos
con morfologia celular y que no eran tefiidos con ioduro de propidio, para excluir a las células muertas, b) Mareaje de
células de tejido neural derivado de la SVZ de ratones de seis semanas, para NILO1 o NILO2, y tras sus diferentes
pasos en cultivo celular como neuroesferas.

Figura 3. Mareaje de células de neuroesferas con NILO1 y NILO2 mediante inmunocitoquimica.

a) Las neuroesferas fueron marcadas simultdneamente con nestina y con un anticuerpo secundario policlonal anti-
ratén-FITC y con NILO1 utilizando un secundario anti-hdmster marcado con CyS5. b) igual que a) pero marcando con
anti-GFAP, NILO1 y DAPI (niicleos), ¢) d) y e) neuroesferas en Matrigel® marcados con NILO2.

Figura 4. Doble expresion de NILO y anticuerpos que definen poblaciones neurales en células de neuroesferas
sobre Matrigel®.

a) y ¢) NILO1 con GFAP a diferentes aumentos; b) y d) NILO2 con GFAP a diferentes aumentos; e) NILO1 y
nestina; f) NILO1 y Ki67.

Figura 5. Mareaje de cortes de cerebro con NILO1 detectando células progenitoras neurales en regiones neurogé-
nicas del SVZ.

Cortes de criostato de tejido fijado con paraformaldehido y tefiido con NILO1 (verde-FITC) y doblecortina (DCX),
GFAP, Vimentina, Tubulina SIII (Tujl), Ki-67 y PSA-NCAM. Los anticuerpos monoclonales estan indicados en la
Tabla 1.

Figura 6. Mareaje de cortes de cerebro con NILO?2 detectando células progenitoras neurales en regiones neurogé-
nicas del SVZ.

Cortes de criostato de tejido fijado con paraformaldehido y tefiido con NILO2 (verde-FITC) y doblecortina (DCX),
GFAP, Vimentina, Tubulina SIII (Tujl), Ki-67 y PSA-NCAM. Los anticuerpos monoclonales estdn indicados en la
Tabla 1.

Figura 7. Proteina de superficie inmunoprecipitada por NILO2 en células derivadas de neuroesferas y en la linea
células C2C12.

Las células son incubadas con NILO2 y posteriormente lisadas con tamp6n de lisis en presencia 5% de Brig58
(Sigma). Los estractos purificados se revelan con diferentes métodos.

Figura 8. Efecto de NILO1 y NILO?2 sobre la proliferacion de las células de neuroesferas.

Las células se incuban en presencia de las concentraciones de anticuerpo indicado durante 24, 48 y 72 horas y la
proliferacion medida utilizando el compuesto MTS tetrazolium para medir la proliferacion.

Figura 9. Efecto de NILO1 y NILO?2 sobre la diferenciacion de las células de neuroesferas.

Las células se incuban en presencia de medio de neuroesferas en ausencia de FGF2 y EGF y en presencia de
0,5% de FCS, lo que provoca una rapida diferenciacion de las células precursoras hacia las células diferenciadas. En
presencia de las concentraciones de anticuerpo indicado durante 2 dias y 4 dias medimos la capacidad de las células
de proliferar, utilizando el MTS tetrazolium para medir la proliferacién y su capacidad de diferenciarse o mantener su
estructura de neuroesfera.

Figura 10. NILOI es capaz de identificar células precursoras mesenquimales presentes en médula dsea.

a) La células de médula ésea se seleccionan mediante citometria de flujo (sorting) utilizando NILO1, o b) se se-
leccionan por su capacidad de adherencia y de obtener células mesenquimales. c) células precursoras mesenquimales
en médula dsea o seleccionadas tras una semana en cultivo marcadas con NILO1. d) células de médula dsea o me-
senquimales marcadas con Sca-1, Alpha6, betal, NILO1 y NILO2, e) células NILOI1 tras dos semanas en medio de
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neuroesferas y f) su diferenciacién en células Tujl+, o g) células NILOI tras seis semanas en medio de diferenciacién
de adipocitos (tefiidos con red oil) o h) sin tefiir (gotas de grasa).

Figura 11. NILOI es capaz de identificar células precursoras mesenquimales presentes en tejido mamario, a)
Células formadoras de mamoesferas. b) Células identificadas con NILO1 y NILO2, marcadas con Sca-1. ¢) Com-
paracion entre la capacidad de reconstruir una mama tridimensional de las células NILO1- y NILOI1+, tras el trans-
plante del tejido precursor mamario en la grasa mamaria de ratones de laboratorio, analizadas a las 8 semanas post
transplante.

Exposicion detallada de modos de realizacion

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los anticuerpos monoclonales NILO1 y NILO2.

Ejemplo 1
Generacion de los anticuerpos monoclonales NILOI y NILO 2

Presentamos un método de obtencién de anticuerpos monoclonales frente a células madre neurales, que cuenta
con el uso de neuroesferas derivadas de células embrionarias de 13,5 dias, como fuente de estimulo antigénico y la
utilizacién de hamster armenios de menos de tres meses de edad, como receptor de las inmunizaciones, a través de
una pauta especifica. La obtencion del bazo y su fusién con células de mieloma de ratén, permite, tras la seleccién en
medios selectivos especificos de hibridomas inter-especie que secretan anticuerpos monoclonales de origen hamster
y con especificidad contra células madre neurales, tanto de origen embrionario como de células madre neurales de
animales adultos.

Antigeno utilizado para la inmunizacion

Se emplearon células madre neurales (CMN) derivadas de neuroesferas. Las células que crecen como neuroesferas
pueden disgregarse y clonarse en cultivos siendo capaces de formar nuevas neuroesferas. Las células que forman
parte de las neuroesferas se consideran células progenitoras neurales al ser capaces de diferenciarse en cultivos “in
vitro” en los diferentes tipos celulares del cerebro como son neuronas y glia (astrocitos y oligodendrocitos). Ademds,
estas células tienen marcadores intracelulares definidos, como “nestina”, y pueden ser diferenciadas hacia células de
cualquiera de los linajes neurales como neuronas, oligodendrocitos o astrocitos.

Estas CMN pueden mantenerse en cultivo a través de pases de diluciones celulares, aunque las condiciones y
peculiaridades de las células en proliferacién pueden cambiar en funcién del nimero de pases que se mantengan en
cultivo. Este protocolo, para la obtencién de anticuerpos monoclonales frente a estas CMN utiliza células en pase de
3 a5, siendo el pase 0, el momento de obtener estas células del tejido del ratén.

Existen diferentes regiones cerebrales en el ratén adulto que pueden ser utilizadas para obtener CMN. Las zonas
neurogénicas mds importantes son la region subventricular (SVZ) y la regioén granulosa del giro dentado de la hipdfisis.
Sin embargo, la eficiencia de obtencién de células CMN en el rat6n adulto es baja, y dado que se requieren un minimo
numero de células para llevar a cabo las repetidas inmunizaciones, nuestro protocolo obtiene las CMN de tejido
embrionario de ratones de 13,5 dias, concretamente del bulbo olfatorio. De este tejido es facil obtener cantidades
importantes de CMN, que pueden ser utilizadas para inmunizar.

Animales utilizados para la inmunizacion

Para la obtencién de anticuerpos monoclonales frente a células progenitoras neurales de ratén, se han utilizado
hamster armenios, machos, de 4 meses de edad. Los animales son mantenidos en el animalario en condiciones nor-
males de temperatura y humedad, al igual que otros ratones, aunque en una sala independiente y en condiciones de
tranquilidad. Aunque los hdmsteres armenios habian sido ya usados para la obtencién de anticuerpos monoclonales
frente a otros antigenos de ratén, nunca hasta la fecha han sido utilizados para generar anticuerpos frente a com-
ponentes neurales. Es importante que se usen hamster armenios, no sirviendo de igual manera otras subespecies de
hamster.

Los animales fueron inmunizados con células viables de neuroesferas disgregadas, inyectadas en PBS a una con-
centracion de 5x10° células/ml. La via de inmunizacién fue siempre intra-peritoneal, utilizando una aguja hipodérmica
y en localizaciones alternas en cada inmunizacién (“booster””). La pauta de inmunizacién fue la siguiente: dia 0, 30
dias y 60 dias. Tras la tercera re-inmunizacioén con las células derivadas de neuroesferas, se esperan tres dias y se
sacrifica el animal, tras anestesia total, para extraer el bazo, que serd utilizado para la extraccion de los linfocitos y su
posterior fusién con las células del mieloma.
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Fusion celular

El protocolo de fusién es similar al previamente descrito por otros autores. Brevemente, los linfocitos derivados
del bazo del hdmster inmunizado con CMN, se lavan en medio y se resuspenden en medio DMEM sin suero. Las
células del mieloma de ratén y las células que se van a fusionar se mezclan en un tubo de 50 ml Falcon. Usamos 107
células de mieloma no-productor del ratén Balb.c denominado P3-X63.Ag8.653 y 10° células del bazo del hamster
inmunizado por fusién. Las células se centrifugan juntas a 1500 r.p.m., durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
elimina el sobrenadante por aspiracién para eliminarlo todo. El tubo solo con las células se pone en un bafio a 37°C.
Se afiade 0.4 ml de polietilenglicol (PEG al 40% en agua) gota a gota sobre la suspension celular, durante 1 minuto
con agitacién suave ocasional. Posteriormente se diluye lentamente gota a gota con 5 ml de medio DMEM sin suero
y previamente atemperado a 37°C, por un periodo no superior a 3 minutos. La suspensioén se mezcla con suavidad, se
completa con medio completo DMEM-10% FCS y se incuba a 37°C de 30 a 45 min. Luego las células se distribuyen
en 0,1 ml/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano y se guardan en el incubador a 37°C, 5% CO2. Un dia
después de la fusion se afiaden 0.1 ml/pocillo de medio DMEM-10% FCS conteniendo HA(2X). El medio se aspira 'y
se cambia una vez a la semana. Los hibridos se detectan visualmente o bajo microscopio invertido a baja resolucion.
Tres semanas después de la fusion las colonias se traspasan a pocillos de placas de 24 pocillos con 2 ml de medio
selectivo por pocillo.

Seleccion de anticuerpos con especificidad para las células madre neurales

La seleccion se realiza mediante deteccion de células marcadas positivamente con nuestros anticuerpos en cito-
metria de flujo frente a células CMN, derivadas; 1) neuroesferas de bulbo olfativo de embriones de 13,5 dias, 2)
neuroesferas de ratones adultos; 3) células del tumor de timo de raton BW5147, 3) células de la médula 6sea de
ratones adultos.

El mareaje se realiza utilizando una dilucién 1/2 del sobrenadante del cultivo celular. El anticuerpo secundario
utilizado es un anti-hdmster IgG (cocktail) (Becton Dickinson, Ltd.) marcado con distintas alternativas (fluorocromos
FITC, PE o biotina).

Los sobrenadantes de la fusién que marcaban las células CMN de las neuroesferas y que eran negativas para el
timoma BW5147, se expanden y se congelan. Se seleccionaron aproximadamente 80 anticuerpos de los 295 hibri-
dos seleccionados. Entre los sobrenadantes seleccionados estdn los anticuerpos monoclonales denominados NILO1 y
NILO2.

Ejemplo 2
Identificacion de células de neuroesferas con los anticuerpos monoclonales NILO

NILO1 y NILO2 son inmunoglobulinas IgG de hdmster que son producidas por hibridomas entre linfocitos B de
hamster y el mieloma no productor P3-P3-X63.Ag8.653.653 derivado del ratén Balb/c. A pesar de ser una fusién inter-
especies (hamster x ratén) la estabilidad del hibridoma es suficientemente alta para garantizar su seleccién y clona-
je. Los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas NILO1 y NILO2, pueden ser purificados mediante
columnas de sefarosa unida a proteina G- o a proteina A, lo que garantiza su pureza y permite su mareaje direc-
to con distintos colorantes (fluoresceina, ficoeritrina, etc). Actualmente se dispone de anticuerpos NILO marcados
directamente con FITC y con PE.

Los anticuerpos NILO1 y NILO2, tienen una enorme selectividad por células madre neurales, como lo demuestran
los estudios de inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, y funcionales presentados en esta memoria.

Por otro lado, se ha ensayado la unién de estos anticuerpos a particulas magnéticas, permitiendo una rapida pu-
rificacion y en un solo paso de poblaciones progenitoras neurales de otras fuentes. Esto nos ha permitido enriquecer
en un solo paso poblaciones de médula 6sea que han sido utilizadas en experimentos de reconstitucion celular. Esta
situacion tendrd una enorme repercusion para tratamientos de terapia celular en tratamientos especificos de patologias
degenerativas (Alzehimer, Parkinson, etc.) o que cursen con procesos de destruccion tisular y hoy en dia con una
enorme repercusion (diabetes, necrosis cardiovascular, deplecion hematopoyética, etc.).

Para demostrar la gran selectividad de los anticuerpos NILO se han realizado distintos tipos de disefios experi-
mentales. El primer estudio consisti6 en demostrar el mareaje de las células de neuroesferas, detectadas mediante
citometria de flujo. El mareaje de las células con estos anticuerpos se realizé en presencia de ioduro de propidio
(10 pg/ml) para seleccionar exclusivamente las células negativas para este marcador de ADN, lo que garantizaba el
mareaje de células vivas y que el mareaje no era intracitoplasmico (Figura 2). El perfil y el porcentaje de células mar-
cadas por los anticuerpos monoclonales NILO1 y NILO2, diferfa entre ellos, lo que sugiere que cada anticuerpo esta
identificando diferentes proteinas de superficie.

Usando técnicas de inmunocitoquimica se han analizado neuroesferas generadas de la regién subventricular de
cerebros de ratones adultos (Figura 3a), del bulbo olfativo de cerebros de embriones de ratones de 13,5 (Fig 3b), y del
bulbo olfativo de ratones adultos (Figura 3c). Las neuroesferas estdn marcadas con doble tincién utilizando anticuerpo
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anti-nestina o anticuerpo anti-GFAP comerciales. El doble mareaje demuestra la especificidad de las células tefiidas y
su asociacion con el linaje de célula madre neural. Ademas se realizé mareaje individual sobre células de neuroesferas
separadas y adheridas al pldstico de las placas de cultivo con Matrigel®, lo que permite su andlisis mas detallado
individual. En la Figura 4 se puede observar la expresion simultdnea de GFAP, nestina y Ki-67 NILO1 o NILO2 sobre
células en matrigel. GFAP marca células muy precursoras o células de glia. Claramente se puede observar que aunque
la tincidn es unicelular en ambos casos con GFAP, el mareaje de GFAP y NILO estan localizados en areas diferentes
y no coincidentes dentro de la célula.

En la Figura 3 se puede comprobar la presencia de células NILO1 con la presencia de nestina, marcador intracito-
plasmico de células madre neurales, aunque, NILO1 marca una subpoblacién celular dentro de las células progenitoras
neurales nestina+.

Ejemplo 3
Marcadores NILO en la region SVZ del cerebro

Los anticuerpos NILO son especificos de células madre neurales, tal como lo demuestra su presencia exclusiva en
regiones neurogénicas de cerebros de ratones adultos. Principalmente se han detectado células positivas para NILO en
la region SVZ de ratones adultos y en el giro dentado del hipocampo.

Para demostrar que las células NILO1 y NILO2 se corresponden con células progenitoras neurales realizamos
estudio de inmunohistoquimica haciendo dobles mareajes con doblecortina (DCX), nestina (Nes), GFAP, vimentina,
tubulina BIII, PSA-NCAM vy Ki67, todos ellos marcadores asociados a diferentes momentos del desarrollo de las
células neurales a partir de las células precursoras neurales y tal como figura en la Tabla 1 adjunta. Los cortes de
histoquimica estdn realizados mediante criostato en cortes semi-gruesos (30 micras), con el fin de analizar las secciones
en detalle.

Los datos demuestran que NILO1 (Figura 5) y NILO2 (Figura 6) son marcadores selectivos de poblaciones proge-
nitoras neurales identificando células progenitoras en ciclo y neuroblastos primitivos, ya que su mareaje coincide en
células doblemente positivas para DCX, Ki67, Vimentina, Tubulina SIII, y en proximidad con el marcador GFAP, que
aunque no es directamente coincidente, tal como observamos en histoquimica de las células en matrigel, co-localizan
en dreas muy proximas.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Marcadores utilizados para detectar la presencia de NILO en células y regiones neurogénicas

Referencia

Caracteristicas del

Publicaciones
Marcador comercial marcador
Filamento intermedio
presente en progenitores ‘
Nestina CMhAeSw?fc?n neurales quiescentes y N‘;Imosnztoﬁ's
proliferativos y en células 41 )
de neuroesferas. Negativo
en neuroblastos
Glial S Viale et al. Arch
fibrillary Presente en glia radial y en ' ’
. ; t A Pathol. Anat.
ac;cé g;c;)em precursores muy tempranos 1991. 418
Husse By
. : Ab7783 Presente en progenitores Isenberg G.
Vimentina AbCam tempranos quiescentes BBR§33005.
. Presente en neuroblastos 1 | Theodosis D et
N ac:l -C y | Chemicon inmaduras. Negativo en 19 :
eural Le MAB5324 precursores quiescentes | o G etal
Adhesion tempranos y en neuronas 133202,\,,30 7.
(PSA-NCAM) maduras 5 .
. i tal
Doblecortina | Sc-8066 | Neuroblastos tipo 1y 2y en Saetlgfer ?933.
(DCX) (C-18) | SantaCruz neuronas proliferando 364
. Propio de neuroblastos 1y | Burgoyne RD,
Tubuhf\a Blll | AD14545 2, en neuronas inmaduras y | etal. EMBO J.
(TU]-1) AbCam maduras 1988.
(Sp6) Marcador de proliferacion, | NamikiJ y Tator
Kie7 RM-9106- presente en precursores J. Neuropathol
S1 tempranos proliferativos y Exp Neurol.
NeoMarkers | en células de neuroesferas 1999.
Ejemplo 4

Identificacion de las proteinas de superficie reconocidas por los anticuerpos NILO

Para identificar el antigeno reconocido por los anticuerpos NILO se han llevado a cabo inmunoprecipitaciones de
estos anticuerpos sobre células progenitoras neurales para conocer el tamafio aproximado de los antigenos reconocidos
por ellos. Se han utilizando células progenitoras neurales marcadas en su superficie con biotina o alternativamente la
linea C2C12 que es reconocida por los anticuerpos NILO2 y NILO2. Tras el mareaje de las células con biotina, se
une el anticuerpo y posteriormente se lisa tal como se describe en Material y Métodos utilizando el detergente Brijl.
Las proteinas inmunoprecipitadas con NILO2 tanto en células de neuroesferas como en la linea C2C12 presentan
dos bandas mayoritarias de 140 y 170 kD, mientras que NILOI no puede ser utilizado en “western blot”. Estos
datos demuestran que cada anticuerpo monoclonal identifica a un diferente tipo de proteina de la superficie celular de
las células progenitoras, independiente de la localizacién similar de estos anticuerpos por inmunohistoquimica. Una
situaciéon muy relevante es la que identifica el antigeno de superficie (receptor celular) que es identificado por NILO.
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Ejemplo 5
Efecto funcional de los anticuerpos NILO1 y NILO?2 sobre la proliferacion y diferenciacion de las neuroesferas

La distribucién celular de NILO es homogénea en las células madre neurales. Las células madre neurales se man-
tienen en su condicion de progenitoras siempre que sean mantenidas bajo estrictas condiciones de cultivo celular en
presencia de factores de crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) y el factor de crecimiento
de epidérmico (EGF) y en ausencia de suero fetal bovino (FCS). En ausencia de estos factores, FGF y EGF y en
presencia de FCS, las células detienen su proliferacion y se diferencian en cualquiera de las células del linaje neural:
neuronas, oligodendrocitos o astrocitos.

Se ha investigado el posible efecto funcional de los anticuerpos NILO sobre la proliferacion de las células proge-
nitoras neurales. Utilizando los anticuerpos NILO1 y NILO2 se ha demostrado que la interaccién de los anticuerpos
con las células madre neurales derivadas de neuroesferas de SVZ de adultos o de OB de E13,5, es capaz de bloquear
los procesos de proliferacion (Figura 8) y diferenciacion (Figura 9) de estas células hacia cualquiera de los tres tipos
de células neurales (neuronas, oligodendrocitos o astrocitos).

Tanto NILO1 como NILO?2 cuando se afiaden en distintas concentraciones a neuroesferas en medios de cultivo que
permiten su proliferacion, detienen dicha proliferacion celular. En presencia continua de los anticuerpos las células
mueren a los 5-6 dias. Todos estos datos sugieren que los anticuerpos NILO estdn reconociendo receptores involucra-
dos en los procesos de auto-renovacién celular o bien que esta bloqueando a los factores que mantienen la capacidad
de autorenovacion (tales como LIF u otros) (Figura 8).

Cuando las células de las neuroesferas se ponen en medio de diferenciacion en ausencia de los factores FGF2 y
EGF, con o sin 0,1% de suero fetal, y en presencia de distintas concentraciones de NILO1 purificado, hemos visto
que el proceso de diferenciacion se reduce considerablemente en comparacion con el efecto observado en ausencia de
anticuerpo. NILO2 provoca un efecto similar sobre la diferenciacién de las neuroesferas aunque menos acusado que
NILO1.

Esto datos demuestran que la interaccién continua de NILO con estructuras de superficie de las células progenitoras
neurales, genera cambios importantes en el comportamiento de estas células, lo que sugiere que los anticuerpos NILO
estan reconociendo estructuras de superficie esenciales en la biologia de estas células progenitoras.

Ejemplo 6
Identificacion de células precursores no neurales identificadas por NILO1

El andlisis de otros tejidos con los anticuerpos monoclonales NILO, demostré que existen otras poblaciones mino-
ritarias fuera del territorio neural que son también marcadas con estos anticuerpos. En concreto, dos poblaciones de
células precursoras que son identificadas con el anticuerpo NILO1 son las células precursoras mesenquimales de la
médula 6sea y las células precursoras de tejido mamario.

Se identificé un pequefio porcentaje de células marcadas con NILO1 en médula ésea y su posible implicacién en
su conversion con tejido neural en transplantes en cerebros de ratones neonatos. Se investigd y se analizé que tipo
de células eran marcadas por NILO1 en médula 6sea. Se prepararon células mesenquimales, mediante adherencia al
plastico en medio de cultivo con suero fetal, resultando que las células adherentes y que tapizaban el cultivo a los pocos
dias de su siembra, eran positivas para NILO1 (Figura 10). Estas células, son consideradas mesenquimales ya que en
condiciones de cultivo de tejido neural (medio de cultivo para crecer neuroesferas) estds células adquirian marcadores
de nestina y NILOI, asi como Sca-1, y de las integrinas alfa6 y beta 1. Ademas, estos marcadores se perdian cuando
se diferenciaban en medio sin factores FGF2 y EGF, hacia células Tubulina SIII+, lo que sugeria su posible origen
mesenquimal. Ademads en condiciones de cultivo para diferenciacion de células mesenquimales en adipocitos estas
células eran capaces en cultivos de 6 semanas de generar células con grasa (Figura 10h) y marcadas con Red Oil
(Figura 10g), lo que demuestra su capacidad para generar diversos tipos de tejidos derivados del mesenquimal.

Ejemplo 7
Identificacion de células precursoras de tejido mamario con NILO1

En condiciones de disgregacion del tejido mamario de ratones de seis semanas, se ha observado que NILO1 es
capaz de identificar un pequefio porcentaje de células (<3%). Estas células, capaces de formar mamoesferas, eran
débilmente marcadas con Sca-1, lo que sugeria que podrian tratarse de células precursoras (Figura 11b). Para demostrar
este punto, células disgregadas de tejido mamario se marcaron con el anticuerpo NILO1 y se separaron en esterilidad,
las células NILO1+ y las NILO1-, fueron luego usadas en transplantes de tejido precursor mamario en la grasa mamaria
de ratones de laboratorio y la presencia de estructuras tridimensionales mamarias analizadas a las 8 semanas, post
transplante (Figura 11c). Como se observa, 1200 células de una seleccién mediante citometria de células NILO1, eran
capaces de reconstituir una mama tridimensional. Estos datos, apuntan a que NILO1 puede reconocer estructuras en
células progenitoras de tejido mamario.
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REIVINDICACIONES

1. Método para generar anticuerpos monoclonales que reconocen especificamente antigenos de membrana de cé-
lulas progenitoras neurales que comprende:

a. generacion de neuroesferas que contengan células madre neurales a partir del bulbo olfativo de un embrién
de ratén de 13,5 dias de edad.

b. Inmunizacién de un hamster armenio macho de 4 meses de edad con células viables de neuroesferas
c. Obtencién de los linfocitos mediante la extraccion del bazo de dicho animal

d. Fusién de los linfocitos con células de mieloma no-productor de ratén pertenecen al ratén Balb.c dando
lugar a células hibridas o hibridomas

e. Determinacion y/o seleccion de los anticuerpos producidos por los hibridomas mediante citometria de flujo
de células de neuroesferas en presencia de ioduro de propidio.

2. Anticuerpos monoclonales obtenibles por el método de la reivindicacion 1, y caracterizados por:

a. Ser producido por el hibridoma depositado bajo el nimero de acceso DSM No. ACC2887 en la autoridad
internacional de depdsito Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),
Braunschweig, Alemania, y cuya secuencia nucleotidica codificante de la cadena pesada comprende la
SEQ ID NO: 1, y la secuencia nucleotidica codificante de la cadena ligera comprende SEQ ID NO: 2, 6

b. Ser producido por el hibridoma depositado bajo el nimero de acceso DSM No. ACC2881 en la autoridad
internacional de depdsito Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),

Braunschweig, Alemania, y cuya secuencia nucleotidica codificante de la cadena pesada comprende la
SEQ ID NO: 3, y la secuencia nucleotidica codificante de la cadena ligera comprende SEQ ID NO: 4.

3. Fragmento/s inmunoldgicamente activos de cualquiera de los anticuerpos monoclonales segin la reivindicacién
2.

4. Construccién genética de ADN capaz de transcribirse a un anticuerpo/s o fragmento/s de anticuerpo/s de la
invencion, segin cualquiera de las reivindicaciones 2-3.

5. Hibridomas productores de cualquiera de los anticuerpos monoclonales segtin la reivindicacién 2, depositados
bajo el nimero de acceso DSM No. ACC2887 y DSM No. ACC2881, en la autoridad internacional de depdsito
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, Alemania.

6. Método para producir una poblacion enriquecida en células progenitoras, que comprende:

a. Poner en contacto una poblacién de células con un anticuerpo segun la reivindicacioén 2, o un fragmento
del mismo; y

b. seleccionar las células en las que existe un contacto entre el anticuerpo y dichas células.
7. Método segtin la reivindicacién anterior, donde la poblacién enriquecida en células progenitoras contiene células
progenitoras neurales o células derivadas neurales.

8. Método segun la reivindicacion anterior, donde la poblacién conteniendo células progenitoras neurales o células
derivadas neurales se obtiene de un cultivo de neuroesferas.

9. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 6-8, donde el anticuerpo segun la reivindicacién 2, o un frag-
mento del mismo se encuentra acoplado a marcadores como enzimas, croméforos, materiales quimioluminiscentes,
radionucle6tidos o nanoparticulas.

10. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 6-9, donde el anticuerpo segun la reivindicacion 2 se selec-
ciona de una lista que comprende:

a. El anticuerpo segun la reivindicacién 2(a), o un fragmento del mismo.

b. El anticuerpo segun la reivindicacioén 2(b), o un fragmento del mismo.
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11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 6-10 donde la seleccién de las células progenitoras se realiza
mediante técnicas de citometria de flujo (incluyendo citometria de flujo FACS) o de microscopia, o utilizando técnicas
de inmunocitoquimica (células) o inmunohistoquimica (tejido), o por seleccién magnética o por cualquier otro método
de seleccion positiva.

12. Poblacién enriquecida de células madre o células progenitoras obtenible segiin el método de cualquiera de las
reivindicaciones 6-11.

13. Uso de una poblacién segtn la reivindicacién anterior para la elaboracién de un medicamento.

14. Uso de una poblacién segtin la reivindicacién 12 en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de
patologias degenerativas o que cursen con procesos de destruccidn tisular.

15. Método de screening o descubrimiento de farmacos que comprende los siguientes pasos:
a. seleccionar de una poblacién que contiene células madre o células progenitoras las que se unen a un
anticuerpo segun la reivindicacién 2, o a un fragmento del mismo, y de este modo producir una poblacién
enriquecida para células madre,

b. inocular en un mamifero no humano dicha poblacion enriquecida,

¢. administrar una composicién con potencial farmacéutico a dicho mamifero asi como a otro mamifero no
humano al que no se le ha inoculado la poblacién descrita en la fase anterior (sujeto control); y

d. comparar el efecto de dicha administracién entre ambos mamiferos.

16. Método de screening o descubrimiento de fairmacos que comprende los siguientes pasos:

a. seleccionar de una poblacién que contiene células madre o células progenitoras las que se unen al anti-
cuerpo monoclonal segun la reivindicacién 2(a), o un fragmento del mismo, y enriquecer mds atin dicha
poblacién por seleccidn adicional de las células que se unen al anticuerpo monoclonal segtn la reivindi-
cacién 2(b), o a un fragmento del mismo, y de este modo producir una poblacién enriquecida para células
madre si se compara con la poblacién de células original,

b. inocular en un mamifero no humano dicha poblacion enriquecida para células madre o células progenito-
ras,

¢. administrar una composicién con potencial farmacéutico a dicho mamifero asi como a otro mamifero no
humano al que no se le ha inoculado la poblacién descrita en la fase anterior (sujeto control); y

d. comparar el efecto de dicha administracién entre ambos mamiferos.
17. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 15-16 donde el mamifero no humano es un roedor.

18. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 15-17 donde las células madre o células progenitoras son
células madre neurales o células progenitoras neurales.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Consejo superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)

<120> Método para generar anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos de membrana de células progenitoras

neurales, anticuerpos producidos por dicho método, y usos

<130> ES1641.9

<160> 4

<170> Patentln version 3.5

<210>1
<211> 319
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cadena pesada de Nilol (Heavy Chain secuencia parcial). Region traducida a partir del nucleétido 174

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223>nisa,c, g, toru

<220>

<221> misc_feature
<222>(9)..9)
<223>nisa,c, g toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>nisa,c, g toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223>nisa,c, g toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (230)..(230)
<223>nisa,c, g, toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (308)..(308)
<223>nisa,c, g, toru
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<400> 1

tggangggnc anagncccag ccttccctgt ccccatcgag aaaaccatct ccaagcgtag
agggcaactt caggttccac aggtgtacac catgccccca cccaaggagc agctgaccca
gagccaggtc agtctcacct gcatgataaa aggcttctac cccgaggata ttgatgtgge
ctggcagaag aacggacagc cagagcagag cttcaagaac accccacccn ccttggacac
ggatgagact tacttcctct acagcaagtt ggatgtgaag aaggaccatt gggagaaggg

agattttntt acatgttct

<210>2

<211> 267

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cadena ligera de Nilol (light chain secuencia parcial). Regién traducida a partir del nucleétido 116)

<220>

<221> misc_feature
<222> (6) .. (6)
<223>nisa,c,g toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223>nisa,c, g, toru

<400> 2

cagggngnaa agctccaaga ggttaggagg gaagactgag aatggtccta gggagcaggt
ggtggtgcct caggacctct ggctctaaca ctcattcctg ttcagggtct tgacaatgge
tgcagttgat gtcttatgag taacctcaca ggtatacagg ttatgcctct cataatctgc
tttggtcagc gagagggtgc tgctcaggct gtaggtgatg tctttgctgt cctgatcagt

gacactctgc tttgatacca ctgctta

<210>3

<211> 222

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

60
120
180
240
300
319

60
120
180
240
267

<223> Cadena pesada de Nilo2 (Heavy Chain secuencia parcial). Regién traducida a partir del nucleétido 87.

<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)
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<223>nisa,c, g, ort

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223>nisa,c, g, ort

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(16)
<223>nisa,c, g, ort

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>nisa,c, g, ort

<400> 3
cccnaagggg nacttncggt tcncaggtgt acaccatgcc cccacccaag gagcagctga 60
cccagagcca ggtcagtctc acctgcatga taaaaggctt ctaccccgag gatattgatg 120
tggcctggca gaagaacgga cagccagagc agagcttcaa gaacacccca cccgtctrgg 180
acacggatga gacttacttc ctctacagca agctcgatgt ga 222

<210> 4

<211> 439

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cadena ligera de Nilo2 (light chain secuencia parcial). Region traducida a partir del nucleétido 171

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(2)
<223>nisa,c, g toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223>nisa,c, g, toru

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>nisa,c, g toru

<220>
<221> misc_feature
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<222> (42)..(42)

<223>nisa,c, g, toru

<400> 4

gngaaggngn
ggagcaggtg
acaatggctg
taatctgctt
tgatcagtga
acattgatgt
cccaactgct

atttccagct

cttgggagaa
gtggtgcctc
cagttgatgt
tggtcagcga
cactctgcag
ctttggggta
cactggatgg

tggtgcegg
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gctccagacc
aggacctctg
cttatgagta
gagggtgctg
gacgccatct
gaagttgttc
tgggaagatg

ttaggaggga
gctctacact

acctcacagg
ctcaggctgt
cgtttttcac

acgaagcaca

gagacggttg

angactgaga
cattcctgtt
tatacaggtt
aggtgctgtc
tgccatctac
caagtgtggc
gcttagcatc

atggtcctag
cagggtcttg
atgcctctca
tttgctgtcc
tttccacttg
gcttccagtg
agcccgtttg

60
120
180
240
300
360
420
439
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200801324

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2007114634 Al 11.10.2007
D02 VERGANO-VERA, E. et al. Development. Noviembre 2006, Vol. 11.2006
133, N° 21, paginas 4367-4379.

D03 JP 2007055965 A 08.03.2007

D04 WO 2004/020597 A2 11.03.2004

D05 CICCOLINI, F. et al. Developmental Biology. Agosto 2005, 08.2005
Vol. 284, N° 1, paginas 112-125.

D06 ISLAM, M. O. et al. FEBS Letters. Julio 2005, Vol. 579, N° 17, 07.2005
paginas 3473-3480.

D07 BUHRING, H.-J. et al. Stem Cells. Enero 2004, Vol. 22, N° 3, 01.2004
paginas: 334-343.

D08 VICARIO-ABEJON, C. et al. The Journal of Neuroscience. 02.2003
Febrero 2003, Vol. 23, N° 3, paginas 895-906.

D09 RITTER, M. A. et al. Monoclonal Antibodies: Production, 1995
Engineering and Clinical Application. Primera Edicion. Nueva
York: Cambridge University Press.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucidon 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 declaracién

El objeto de la invencidn, es el desarrollo de un método para generar anticuerpos monoclonales que reconozcan antigenos
de membrana de células progenitoras neurales, que comprende la inmunizacién de hamsteres armenios, con neuroesferas
obtenidas a partir del cultivo de células del bulbo olfatorio de un embrion de ratén de 13,5 dias (reivindicaciéon 1). Ademas,
se incluyen en la solicitud, dos anticuerpos obtenidos mediante dicho método y especificos de células progenitoras neurales:
uno, llamado NILO1, producido por el hibridoma de numero de acceso DSM No. ACC2887, y cuya cadena pesada
comprende la SEQ. ID. NO. 1, y la cadena ligera la SEQ. ID. NO. 2; y otro, denominado NILO2, producido por el hibridoma
DSM No. ACC2881, y cuya cadena pesada comprende la SEQ. ID. NO. 3, y la cadena ligera la SEQ. ID. NO. 4
(reivindicaciones 2 y 3). NILO2 es especifico de proteinas de superficie de 140 y 170 kD. NILO1 interacciona, ademas de
con células progenitoras neurales, con células precursoras mesenquimales de médula 6sea y de tejido mamario. Tanto
NILO1 como NILO 2, inhiben la proliferacion y diferenciacion de las neuroesferas. Asi mismo, se contemplan las
construcciones génicas que transcriben estos anticuerpos, y los hibridomas de nimero de acceso DSM No. ACC2887 y
DSM No. ACC2881 (reivindicaciones 4 y 5 respectivamente). También son objeto de la invencion, un método de obtencién
de una poblacién enriquecida en células progenitoras neurales, que comprende poner en contacto una poblacion celular con
estos anticuerpos (reivindicaciones de la 6 a la 11); asi como la poblacion celular enriquecida mediante este método
(reivindicacion 12); y el uso de dicha poblacion en la elaboracion de un medicamento (reivindicaciones 13 y 14). Por dltimo,
se incluye un procedimiento de seleccién de farmacos, que comprende la inyeccién de la poblacion celular enriquecida, en
un mamifero no humano (reivindicaciones de la 15 a la 18).

D01 anticipa un procedimiento de produccién de anticuerpos frente células progenitoras neurales humanas, que comprende
la inmunizacién de ratones Balb/c con células progenitoras neurales humanas obtenidas a partir de una linea de células
madre embrionarias.

En D02 se divulga la presencia de células precursoras neuronales en el bulbo olfatorio de embriones de ratén de 13,5 dias.
Estas células precursoras se pueden diferenciar en distintos tipos de neuronas e interneuronas.

D03 describe un método de obtencion de anticuerpos monoclonales (tiles en la identificacion de células madre o
precursoras neuronales. En este caso, se inmunizan ratones Balb/c hembra con células madre o precursoras neuronales
humanas. Los linfocitos se fusionan con la linea celular FO-1 de mieloma.

En D04 se anticipa un procedimiento de aislamiento y enriquecimiento de células madre o progenitoras neurales, mediante
la seleccién de neuroesferas CD49f'/CD24™°. CD49f es una proteina de superficie de 140 kD que se expresa en
neuroesferas.

D05 desarrolla un procedimiento de aislamiento de células madre neurales, mediante la separacién de las células neurales
gue expresan EGFR. Este receptor tiene un peso molecular de 170 kD.
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En D06 se investiga el posible uso del transportador ABCB1, de 170 kD, como marcador de células madre o progenitoras
neurales. De hecho, se podrian utilizar los anticuerpos especificos frente a esta proteina, para aislar células madre o
progenitoras neurales procedentes de neuroesferas, mediante citometria de flujo. ABCB1 también se expresa en células
madre mesenquimales, hematopoyéticas y pancreaticas.

D07 muestra que la proteina transmembrana CDCP1 es un marcador de células progenitoras hematopoyéticas, células
madre o progenitoras mesenquimales y células progenitoras neurales, a demas de diferentes células tumorales. Sin
embargo, no es posible comprobar si los tipos celulares donde se expresa, son los mismos frente a los que es especifico
NILO1.

Cabe resaltar, que en ninguno de los documentos de D04 a D07, se afirma que la unidon de un anticuerpo a los distintos
marcadores descritos, produzca una parada en la proliferacion o diferenciacion de las neuroesferas.

En D08 se divulga la presencia de células madre neurales en el bulbo olfatorio de embriones de ratones de 13,5 dias.

D09 anticipa el uso de hdmsteres armenios como animales generadores de anticuerpos, cuando el antigeno utilizado es de
raton.

1.NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986)

Las reivindicaciones de la 1 a la 18 cumplen el requisito de novedad.
2.ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986)

2.1. REIVINDICACION 1

El objeto de la presente solicitud, de acuerdo con la reivindicacion 1, es un método para generar anticuerpos monoclonales
gue reconocen antigenos de membrana de células progenitoras neurales, que comprende las siguientes etapas:

a) Generacion de neuroesferas a partir del bulbo olfatorio de embriones de ratén de 13,5 dias

b) Inmunizacién de hamsteres armenios con las neuroesferas de la etapa a)

¢) Obtencion de los linfocitos del animal inmunizado y su fusién con células de mieloma de Balb/c, generando asi hibridomas.
d) Determinacién y/o seleccién de los anticuerpos generados por los hibridomas mediante citometria de flujo de neuroesferas
tratadas con ioduro de propidio.

D01 se considera el documento méas cercano. En él se obtiene un anticuerpo monoclonal especifico de células progenitoras
neurales, mediante la inmunizacion de ratones Balb/c con células progenitoras humanas provenientes de la linea de células
madre embrionarias humanas Miz-hES1. Los esplenocitos se fusionaron con la linea de mieloma NS1 y se seleccionaron los
anticuerpos mediante citometria de flujo de células progenitoras neurales tratadas con ioduro de propidio.

La principal diferencia entre la presente solicitud y DO1 reside en las etapas a) y b) del procedimiento, es decir, la utilizacion
de neuroesferas procedentes de células del bulbo olfatorio de embriones de raton de 13,5 dias como antigeno, en vez del
uso de células progenitoras neurales humanas procedentes de células madre embrionarias humanas.

El efecto técnico es la seleccién de anticuerpos que tengan especificidad frente a otros antigenos de la superficie de
membrana de las células progenitoras.

El problema a resolver es por tanto, el desarrollo de un método alternativo de obtencion de anticuerpos frente a otros
antigenos de membrana de las células progenitoras neurales.

D02 divulga la presencia de células progenitoras neurales en el bulbo olfatorio de embriones de raton de 13,5 dias, siendo
comun su cultivo en forma de neuroesferas.

En consecuencia, un experto en la materia, probaria el uso de neuroesferas procedentes de células del bulbo olfatorio de
embriones de raton de 13,5 dias (D02), como antigeno para conseguir anticuerpos monoclonales frente células progenitoras
neurales (D01), con una expectativa razonable de éxito.

Ya es conocido en el estado de la técnica, que es aconsejable el uso de hamsteres armenios como animales generadores de
anticuerpos cuando el antigeno es de naturaleza murina, por lo que esta diferencia no se considera relevante, sino
consecuencia de la naturaleza del antigeno.

Por otro lado, la eleccion de una linea de mieloma u otra para la formacion del hibridoma, es una de las meras alternativas
disponibles para el experto en la materia.

Dados los argumentos anteriores, se considera que la reivindicacion 1 no presenta actividad inventiva.
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2.2. REIVINDICACIONES DE LA2 ALA 18

Las reivindicaciones de la 2 a la 18 tienen actividad inventiva.
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