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DESCRIPCION
Célula madre olfativa humana adulta

[0001] Los trasplantes de células madre han abierto un nuevo campo en la investigacion de las
enfermedades. Muchos opinan que las células madre son la clave capaz de desbloquear tratamientos para algunas
de las enfermedades mas devastadoras del mundo, entre ellas el cancer, la esclerosis mdltiple, la enfermedad de
Alzheimer, las lesiones de la médula espinal y la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, los beneficios y los éxitos
de la investigacion con células madre a menudo se ven oscurecidos por consideraciones morales y éticas debido a
que las células madre mas versatiles usadas en la investigacion y los tratamientos proceden de embriones humanos
o de tejidos de fetos abortivos. Estas cuestiones éticas a menudo se contrarrestan por la capacidad de las células
madre para revolucionar la préactica de la medicina y mejorar la calidad y la duracion de la vida. Las respuestas
potenciales y los tratamientos que prometen las células madre han impulsado muchos esfuerzos de investigacion,
incluso en contra de las preocupaciones morales y éticas.

[0002] Inicialmente, se aislaron células madre pluripotentes y se desarrollaron a partir de dos fuentes:
directamente de la masa celular interna de embriones humanos en la fase de blastocisto y a partir de tejido fetal
obtenido de embarazos a término. Sin embargo con las importantes ventajas que se obtienen del uso de células
madre, los investigadores han estado buscando una fuente de estas células, en adultos, que les permitiera eludir el
debate ético asociado con el uso de células madre derivadas de embriones y tejidos fetales. No se han encontrado
células madre multipotentes para todos los tipos de tejido adulto, pero los descubrimientos en este campo de
investigacion estan en aumento. Por ejemplo, hasta fechas recientes, se pensaba que las células madre no estaban
presentes en el sistema nervioso del adulto, pero en los Gltimos afios se han aislado células madre neuronales de la
los sistemas nerviosos de ratas y ratones adultos.

[0003] Mientras la posibilidad de obtener células madre de fuentes de tejidos adultos tiene visos de hacerse
realidad, existen también algunas limitaciones importantes. En primer lugar, las células madre adultas estan
presentes a menudo sélo en cantidades minusculas, son dificiles de aislar y de purificar, y su nimero puede
disminuir con la edad. Ademas, aunque se han aislado células madre de diversas regiones del sistema nervioso
central (SNC) adulto, no pueden extraerse de ninguno de estos lugares sin serias consecuencias para el donante (A.
Gritti, y col., 1996; V.G. Kukekov, y col., 1997).

[0004] Debido a las dificultades asociadas con la obtencién de células madre de tejidos adultos, nhormalmente
se han usado bulbos olfativos fetales y neonatales como fuente de células para trasplante en regiones del sistema
nervioso. (Véase, por ejemplo, Njenga, M.K y M. Rodriguez, 1998; Rao, M.S., 1999; R. Tennent, y M.l. Chuah, 1996;
Li, Y, y col., 2000). Por ejemplo, Archer y col. trasplantaron células gliales fetales en el SNC canino y mostraron que
las células trasplantadas provocaban una remielinizacion a gran escala de células desmielinizadas y la
supervivencia a largo plazo de estas células. Archer y col. compararon los resultados obtenidos por el trasplante de
células fetales con los obtenidos mediante el trasplante de células adultas y encontraron que las células fetales eran
mas susceptibles de remielinizacién y sobrevivian durante mas tiempo.

[0005] Otros investigadores han evitado el debate ético del uso de células madre embrionarias y fetales
usando otras células y tejidos, y mas especificamente usando tejido de bulbo olfativo adulto, aislado del encéfalo,
para reparacion de la médula espinal. Por ejemplo, Li y col. injertaron células envolventes del bulbo olfativo en una
médula espinal dafiada y facilitaron la regeneracion de neuronas del tracto corticoespinal en la regién del injerto (Li,
Y., y col., 2000). Ramon-Cueto y col. han mostrado que las células envolventes del bulbo olfativo, extraidas del
bulbo, ayudan a regenerar los axones de la médula espinal que atraviesan una distancia en la médula espinal
(Ramon-Cueto y col., 1998). Doucette encontré que las células envolventes pueden adoptar varios roles diferentes
cuando surge la necesidad. Especificamente son capaces de cambiar de fenotipo desde uno que se asemeja a un
astrocito al de una célula de Schwann mielinizante (R. Doucette, 1995).

[0006] La singular capacidad regeneradora del neuroepitelio olfativo (NeO), presente en la cavidad nasal, ha
sido bien documentada en numerosos informes. La presencia de una poblacion de células madre en NeO con la
capacidad de producir neuronas y sus células envolventes y de soporte es bien conocida (A.L. Calof, y col., 1998).
Aun asi, la dificultad no ha residido en saber donde estan las células madre adultas sino en localizar y aislar en la
practica las células madre adultas, y en mantenerlas en un estado activo mitéticamente. Otros han establecido
cultivos de células madre viables a partir de diversas fuentes que incluyen ratones embrionarios (A.L. Calof y col.,
1989, 1998), ratas embrionarias (A. Kalyani, y col., 1997; T. Mujaba y col., 1998; M.S. Rao y col., 1998; y L.S.
Shihabuddin y col., 1997) y ratones y ratas neonatales (N.K. Mahanthappa y col., 1993; J.K. McEntire y col., 2000;
S.K. Pixley, 1992, 1994; y M. Satoh y M. Takeuchi, 1995). Los cultivos de ratones y ratas adultos (A.L. Calof, y col.,
1998, 1989; F. Feron, y col., 1999; A. Gritti, y col., 1996; E.D. Laywell, y col., 1999; N. Liu, y col., 1998; K.P.A. Mac
Donald, y col., 1996; y J.S. Sosnowski, y col., 1995), embriones humanos (A.L. Vescovi y col., 1999), biopsias de
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pacientes con enfermedad de Alzheimer (B. Wolozin y col., 1993) y adultos humanos normales (F. Feron, y col.,
1999; W. Murrel, y col., 1996; y B. Wolozin, y col., 1992) han producido cultivos viables de NeO pero ninguno ha
producido células madre o formadoras de neuroesferas. En cambio, cada uno de estos cultivos contenia neuronas,
glia y células epiteliales comprometidas.

[0007] Por tanto, la identificacion de una fuente de células madre neurales autélogas adultas accesibles que
puedan obtenerse sin dafio permanente para el individuo donante seria de gran ayuda no sélo porque evita las
cuestiones éticas asociadas al uso de células madre embrionarias y fetales, sino también porque proporciona
poderosas herramientas para desarrollar tratamientos, aumentar los éxitos de las técnicas de trasplante y

proporcionar procedimientos para evaluaciones de diagnéstico y desarrollo de farmacos.

[0008] Roisen FJ y col., Brain Research, Vol. 890(1), 1 de enero de 2001, paginas 11-22, describe células
madre olfativas adultas, obtenidas de cadaveres.

[0009] El documento US-5.851.832 describe el crecimiento y proliferacién in vitro de células madre neurales
multipotentes y su progenie.

[0010] El documento US-5.869.266 describe el uso de cultivos de neuronas olfativas humanas para
diagnosticar enfermedad de Alzheimer.

[0011] La invencion proporciona un procedimiento de aislamiento de una pluralidad de células, que

comprende: cultivo de tejido humano a partir de neuroepitelio olfativo recogido de un donante vivo adulto para formar
un cultivo; y recogida de una pluralidad de células inmunorreactivas para la nestina a partir del cultivo.

[0012] La invencion proporciona también un procedimiento in vitro de evaluacién de un compuesto en cuanto
a efectos neuroldgicos, que comprende: cultivo de tejido humano adulto a partir de neuroepitelio olfativo, para formar
un cultivo; recogida de una pluralidad de células inmunorreactivas para la nestina a partir del cultivo; y puesta en
contacto de la pluralidad de células con el compuesto.

[0013] La invencion proporciona también un procedimiento in vitro de determinacion de un marcador para un
trastorno neuroldgico, que comprende: formacion de un primer cultivo a partir de células que se han obtenido del
epitelio olfativo de un sujeto sano; recogida de una pluralidad de células del primer cultivo, en la que la pluralidad de
células comprende células inmunorreactivas para la nestina, para formar una primera poblacion de células;
formacion de un segundo cultivo a partir de células que se han obtenido de epitelio olfativo de un individuo afectado
por un trastorno neurolégico, para formar un segundo cultivo; y recogida de una pluralidad de células del segundo
cultivo, en el que la pluralidad de células comprende células inmunorreactivas para la nestina, para formar una
segunda poblacion de células; y comparacion de la expresion de al menos un gen entre las poblaciones de células
primera y segunda, en la que una diferencia en la expresion de al menos un gen es un marcador del trastorno.

[0014] La invencion proporciona ademas el uso de una célula madre olfativa humana aislada obtenida de un
individuo afectado por un trastorno neurolégico, en el que se ha introducido un transgén que codifica al menos un
polipéptido Util para tratar el trastorno neurolégico en la célula madre, para la fabricacion de un medicamento para
tratar el trastorno neurolégico en dicho individuo.

[0015] La presente invencion proporciona asi un procedimiento de aislamiento de células, mediante el cultivo
de tejido humano a partir de neuroepitelio olfativo segun se define en las reivindicaciones

[0016] La presente invencion proporciona también un procedimiento de formacién de células diferenciadas
aislando células obtenidas del cultivo de tejido humano a partir del neuroepitelio olfativo segin se expone
anteriormente y a continuacién poniendo en contacto las células aisladas con un factor de diferenciacién, segun se
define en las reivindicaciones.

[0017] La presente invencion proporciona asi un procedimiento de formacion de células diferenciadas,
mediante la puesta en contacto de una célula madre olfativa humana aislada con un factor de diferenciacion, segun
se define en las reivindicaciones.

[0018] La presente invencidon proporciona también el uso de una pluralidad de células madre olfativas
humanas aisladas para la fabricacion de un medicamento para tratar un trastorno neurolégico, segin se define en
las reivindicaciones.

[0019] La presente invencion proporciona también el uso de una pluralidad de células diferenciadas por
puesta en contacto de una célula madre olfativa humana aislada con un factor de diferenciacion, para la fabricacion
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de un medicamento para tratar un trastorno neuroldgico segun se define en las reivindicaciones.

[0020] La presente memoria descriptiva describe el tratamiento de un trastorno neurolégico mediante el
aislamiento de una pluralidad de células por cultivo de tejido humano a partir de neuroepitelio olfativo para formar
neuroesferas y el trasplante de una pluralidad de estas células madre olfativas humanas aisladas.

[0021] La presente invencion proporciona también un procedimiento in vitro de evaluacion de un compuesto
en cuanto a efectos neurol6gicos mediante la puesta en contacto de una célula madre humana aislada con el
compuesto, segun se define en las reivindicaciones.

[0022] La presente memoria descriptiva describe también un kit con una pluralidad de células madre olfativas
humanas.

BREVE DESCRIPCION DE VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

[0023]

Fig. 1. Neuroesferas de NeO humano.

Fig. 2a-2b. Células formadoras de neuroesferas inmunopositivas para isotipo Il de la B-tubulina.
Fig. 2c. Células formadoras de neuroesferas inmunopositivas para NCAM.

Fig. 2d. Células formadoras de neuroesferas inmunopositivas para MAP2ab

Fig. 3a-3b. Células de neuroesferas inmunonegativas para marcadores neuronales de isotipo Il de la B-tubulina,
NCAM y MAP2ab, pero inmunopositivas para A2B5 y GFAP.

Fig. 4a-4b. Subcultivo de células formadoras de neuroesferas.

Fig. 4c-4d. Subcultivo de células formadoras de neuroesferas suplementado con dibutirilF-AMPc 2,5 mM.
Fig. 5. Localizacion de receptores de Trk en células formadoras de neuroesferas en subcultivo.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0024] El hecho de que el NeO humano puede ser manipulado in vitro para formar neuroesferas a partir de
donantes de hasta 95 afios de edad revela un grado notable de neuroplasticidad en estas células. Ademas, la
accesibilidad quirtrgica directa minimamente invasiva de NeO humano, unida a su pluripotencia, hace de él una
buena fuente autéloga de células madre. Es posible extraer, hacer proliferar y manipular estas células ex vivo antes
de su retorno, por medio de un trasplante al donante para regeneracion de tejido neural dafiado. Estas células
madre pluripotentes pueden usarse también para generar evaluacion diagnéstica y tratamiento genéticos especificos
para el paciente.

[0025] El NeO proporciona una fuente de células madre pluripotentes adultas viables, susceptibles de uso en
investigacion, tratamientos, desarrollo de farmacos y trasplantes, que evita las cuestiones éticas asociadas al uso de
células madre embrionarias y fetales. Mas aun, el uso de NeO evita las cuestiones éticas asociadas al uso de
modelos animales y puede usarse incluso cuando no existen modelos animales. El NeO tiene una capacidad de
regeneracion durante toda la vida; las células madre situadas en el NeO sustituyen las neuronas envejecidas y
dafiadas y sus células sustentaculares. La accesibilidad del NeO y la capacidad proliferativa hacen de él una fuente
especifica de células progenitoras. Ademas, la capacidad de obtener células madre pluripotentes de NeO a partir de
la cavidad nasal elimina la necesidad de usar procedimientos altamente invasivos y dafiinos que estan disponibles
actualmente para obtener células madre postembrionarias. Ademas, dado que uno de los mayores problemas que
se encuentran en los trasplantes es el rechazo del tejido, al proporcionar células madre para trasplante autélogo se
elimina la necesidad de esperar a un donante histocompatible y, con ello, se reduce enormemente tanto la
frecuencia como la gravedad del rechazo. La presente invencion puede proporcionar también una fuente de células
madre de individuos con trastornos especificos del sistema nervioso como trastorno bipolar, esquizofrenia o
esclerosis lateral amiotréfica para su uso en el desarrollo de farmacos o tratamientos. La presente invencion tiene
también la ventaja de generar poblaciones celulares especificas del paciente para evaluaciones inmunoldgicas,
farmacoldgicas y de diagndstico genético.
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1. Definiciones
A. Tipos de células

[0026] Una célula que es "totipotente” es aquella que puede diferenciarse en cualquier tipo de célula y formar
asi un nuevo organismo o regenerar cualquier parte de un organismo.

[0027] Una célula "pluripotente" es aquella que tiene una via de desarrollo no fija, y en consecuencia puede
diferenciarse en varios tipos de células diferenciados, por ejemplo, neuronas, oligodendrocitos, astrocitos, células
envolventes o células gliales. Las células pluripotentes se asemejan a las células totipotentes en que son
susceptibles de desarrollarse en otros tipos de células; sin embargo, las diversas células pluripotentes pueden estar
limitadas en el nimero de vias de desarrollo que pueden recorrer.

[0028] Una "célula multipotente” es una célula que procede de un precursor pluripotente y puede
diferenciarse en menos tipos de células que este precursor pluripotente.

[0029] Una "célula madre" describe a cualquier célula precursora, capaz de la autorrenovacion, cuyas células
hijas pueden diferenciarse en otros tipos de células. En general, una célula madre es capaz de una proliferacion
extensa, para generar mas células madre (autorrenovacion), asi como progenie mas diferenciada. Asi, una sola
célula madre puede generar millones de células diferenciadas, asi como otras células madre. Las células madre
proporcionan una fuente continua de células precursoras de tejidos.

[0030] Las células madre pueden dividirse de forma asimétrica, de manera que una célula hija conserve el
estado troncal y la otra exprese alguna funcion y fenotipo especificos distintos. Alternativamente, algunas de las
células madre de una poblacion pueden dividirse simétricamente en dos troncos, manteniendo asi algunas células
madre en la poblacion en su conjunto, mientras otras células de la poblacién dan lugar sé6lo a progenie diferenciada.
Los investigadores han observado que las células que empiezan como células madre pueden avanzar hacia un
fenotipo diferenciado, como, por ejemplo, una neurona, para a continuacion "invertirse" y reexpresar el fenotipo de la
célula madre tras la implantacion.

[0031] "Célula madre olfativa humana" significa una célula que es humana, segin se determina por la
estructura cromosémica o la reaccion con anticuerpos especificos humanos, y tiene al menos dos de las siguientes
caracteristicas, y preferentemente tiene al menos tres de las siguientes caracteristicas, mas preferentemente tiene al
menos cuatro de las siguientes caracteristicas, mas preferentemente todavia tiene al menos cinco de las siguientes
caracteristicas y con la maxima preferencia tiene todas las caracteristicas siguientes:

se divide cada 18-24 horas durante mas de 200 pasos;
la inmunorreactividad para el marcador isotipo Il de la B-tubulina es significativamente elevada cuando la célula se
hace proliferar en diversos sustratos, como, por ejemplo, una matriz recubierta con una mezcla de enctanina,

laminina y colageno IV (matriz ECL); alternativamente puede usarse también laminina o fibronectina;

la inmunorreactividad para el isotipo Ill de la B-tubulina es muy superior a la inmunorreactividad para este marcador
de otros tipos de células;

la adicién de dibutirilF-AMPc al cultivo que crece en matriz ECL hace que las células formen protuberancias;
es inmunopositiva para marcador NCAM; o
no necesita una capa de alimentacién para su crecimiento y proliferacion.

[0032] La célula madre olfativa humana puede no tener todas las caracteristicas mencionadas anteriormente,
aunque tendra al menos dos de estas caracteristicas simultaneamente.

[0033] Preferentemente las células madre olfativas humanas se propagaran en cultivo y pueden diferenciarse
en uno o mas de los siguientes tipos de células: neuronas, células envolventes, células epiteliales o astrocitos.

[0034] Una "neuroesfera" es un grupo de aproximadamente 20 a 80 células precursoras gliales o
mitéticamente activas. Generalmente, las neuroesferas representan una poblacion de células neurales en diferentes
fases de maduracion formadas por un Unico precursor que prolifera clonalmente y que forma estructuras celulares
esféricas y densamente empaquetadas.
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[0035] Una "oligoesfera" es un grupo de células precursoras de oligodendrocitos activas mitéticamente.
Generalmente, las oligoesferas representan una poblacién de oligodendrocitos en diferentes fases de maduracion
formados por un Unico precursor que prolifera clonalmente y que forma estructuras celulares densamente
empagquetadas. (V. Avellana-Adalid, y col., 1996; S.C. Zhang, y col., 1998).

[0036] Entre las células "postembrionarias” se incluye cualquier célula presente en un vertebrado en
cualquier fase después del nacimiento.

B. Caracterizacién de los tipos de células

[0037] "Aisladas" significa fuera del cuerpo o ex vivo y que contienen al menos el 10% de la célula madre
olfativa humana, incluyendo células que pueden ser congeladas individualmente o que son congeladas en un
aglomerado o grupo.

[0038] Un "marcador” se usa para determinar el estado diferenciado de una célula. Los marcadores son
caracteristicos, ya sean por motivos morfolégicos o bioquimicos (enzimaticos), particulares de un tipo de célula, o
moléculas expresadas por el tipo de célula. Preferentemente, dichos marcadores son proteinas, y mas
preferentemente poseen un epitopo para anticuerpos u otras moléculas de unién disponibles. Sin embargo, un
marcador puede comprender cualquier molécula encontrada en una célula, incluyendo pero sin limitarse a, proteinas
(péptidos y polipéptidos), lipidos, polisacaridos, gangliésidos, acidos nucleicos, esteroides y derivados de los
mismos.

[0039] Los marcadores pueden ser detectados por cualquier procedimiento disponible para el experto en la
materia. Ademas de anticuerpos (y todos los derivados de anticuerpos) que reconocen y se unen a al menos un
epitopo en una molécula de marcador, los marcadores pueden ser detectados usando técnicas analiticas, como
mediante inmunotransferencias de proteinas, electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE), o cualquier otro sistema en gel que separe proteinas, con la posterior visualizacion del marcador (por
ejemplo, transferencias Western), filtracién en gel, purificacién en columna de afinidad; morfolégicamente, como, por
ejemplo, separacion celular activada por fluorescencia (FACS), tincion con tintes que tienen una reaccion especifica
con una molécula de marcador (como rojo de rutenio y moléculas de matriz extracelular), caracteristicas
morfoldgicas especificas (como la presencia de microvellosidades en epitelios, o los seuddpodos/fildpodos en
células migrantes, como, por ejemplo, fibroblastos y mesénquima); y bioquimicamente, como, por ejemplo, ensayo
para un producto enzimatico o producto intermedio, o la composicién global de una célula, como la proporcion entre
proteinas y lipidos, o entre lipidos y azucares, o incluso la proporcion de dos lipidos especificos entre si, o
polisacéaridos. En el caso de marcadores de acidos nucleicos, puede usarse cualquier procedimiento conocido. Si
dicho marcador es un &cido nucleico, puede usarse PCR, RT-PCR, hibridacién in situ, hibridacién de
inmunotransferencia, transferencias Northern, transferencias Southern y similares, junto con procedimientos de
deteccién adecuados.

[0040] Un marcador o una combinacion de marcadores mostrara especificidad para un tipo de célula. Las
miofibrillas, por ejemplo, son caracteristicas exclusivamente de células musculares; los axones so6lo se encuentran
en el tejido nervioso, las cadherinas son tipicas de los epitelios, las integrinas B, de los leucocitos del sistema
inmunitario, y un alto contenido en lipidos caracteristico de oligodendrocitos mientras que las goticulas de lipidos son
especiales de los adipocitos. Véase en la Tabla 1 mostrada a continuacion una lista de los Marcadores que pueden
usarse en la presente invencion.
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Tabla 1. Marcadores para su uso en la identificacion de tipos de células

Anticuerpos y
receptores de factores
de crecimiento

Diluciones utiles cuando
el diluyente es el
anticuerpo o factor de
crecimiento descrito

Diana

Fuente*

Trk A, B, C 0 pan

1:100

Receptores de
neurotrofina

Santa Cruz BioTech,
Santa Cruz, CA

Receptor NGF p75™°"~, | 1:50 Neuronas y glia Sigma, St. Louis, MO
monoclonal humano
GFAP, policlonal sin dilucién Progenitor envolvente INCSTAR, Stillwater, MN
GFAP, monoclonal 1:40 Progenitor envolvente, Boehringer Mannheim,
astrocitos, glia olfativa Indiangpolis, IN
A2B5, monoclonal 1:100 Glia, algunas neuronas Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN
Isotipo Il de la B-tubulina | clon Neuronas, células Sigma, St. Louis, MO
progenitoras
MAP2ab monoclonal 1:250 Neuronas Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN
Citoqueratina, CK5/6 1:20 Epitelial Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN
E-NCAM (5A5), dilucién no determinada Neuronas DSHB, Universidad de
monoclonal lowa, 1A
NCAM, monoclonal 1:50 Neuronas Chemicon International,
Temecula, CA
Alfa-internexina 1:50 Neuronas inmaduras Chemicon International,
Temecula, CA
Nestina, monoclonal 1:50 Células madre Chemicon International,
embrionarias Temecula, CA
Nestina, policlonal 1:40 Células madre neuronales | (R. McKay, 1997)
AcM frente a actina 1:100 Microfilamentos Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN
AcP frente a tubulina 1:20 Microtibulos ICN Biochemicals, Costa
Mesa, CA
AcM frente a tubulina 1:500 Microtibulos Amersham, Arlington
Heights, IL
RIP, policlonal 1:20 Oligodendrocitos maduros | Zymed, San Francisco, CA

[0041]

*Alternativamente si estos anticuerpos comerciales no estan disponibles, un experto en la materia

sabra cémo preparar anticuerpos. Por ejemplo, un anticuerpo puede prepararse de la manera siguiente.

[0042]

Los anticuerpos policlonales pueden prepararse frente a un hospedador mamifero mediante una o

mas inyecciones de un inmundogeno vy, si se desea, un adyuvante. Normalmente, el inmundégeno (y adyuvante) se
inyecta en el mamifero mediante una inyeccién subcutanea o intraperitoneal. El inmunégeno puede incluir moléculas
como polipéptidos, células enteras o fracciones de células y puede producirse de forma recombinante o de forma no
recombinante. Entre los ejemplos de adyuvantes se incluyen adyuvante completo de Freund y Lipido A
monofosforilico sintético-dicorinomicolato de trehalosa (MPL-TDM). Para mejorar la respuesta inmunolégica, un
inmunégeno puede conjugarse con un polipéptido que sea inmunogénico en el hospedador, como, por ejemplo,
hemocianina de la lapa californiana (KLH), albamina sérica, tiroglobulina bovina e inhibidor de tripsina de soja. Los
protocolos para produccion de anticuerpos son bien conocidos (Harlow y Lane, 1988). Alternativamente, los AcP
pueden prepararse en pollos, para producir moléculas IgY (Schade y col., 1996).

[0043] Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse también por inmunizacion de un hospedador, o
linfocitos de un hospedador, mediante la recogida del AcM que secreta (0 secreta potencialmente) linfocitos, fusion
de los linfocitos en células inmortalizadas y seleccién de aquellas células que secretan el AcM deseado. Los AcM
pueden aislarse o purificarse a partir del medio de cultivo o liquido de ascitis por procedimientos convencionales
como polipéptido A-Sefarosa, cromatografia de hidroxilapatito, electroforesis en gel, didlisis, precipitacion de sulfato
de amonio o cromatografia de afinidad (Harlow y Lane, 1988; Harlow y Lane, 1999.)

[0044] La "plasticidad" describe la capacidad de una célula de variar el patron de desarrollo, es decir, la
capacidad de ser moldeada o alterada. Preferentemente una célula que muestra "plasticidad" muestra capacidad
para diferenciarse en varios tipos de células.
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[0045] "Diferenciacion" describe la adquisicion o posesion de una o0 mas caracteristicas o funciones
diferentes de la del tipo de célula predecesor. Una célula diferenciada es aquella que tiene un caracter o funcién
diferente con respecto a las estructuras circundantes o con respecto al precursor de esa célula (incluso la misma
célula). La diferenciacion da lugar a partir de un conjunto limitado de células (por ejemplo, en los vertebrados, las
tres capas germinales embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo) a diversidad celular, para crear todos los
numerosos tipos de células especializadas que comprenden un individuo.

[0046] La diferenciacién es un proceso de desarrollo en el cual las células adoptan un fenotipo especializado,
es decir, adquieren una o mas caracteristicas o funciones distintas de los otros tipos de células. En la mayoria de los
usos, el fenotipo diferenciado se refiere a un fenotipo celular al que se asigna el criterio de valoracién de maduro en
alguna via de desarrollo. En muchos, pero no en todos los tejidos, el proceso de diferenciacion esta acoplado con la
salida del ciclo celular; en estos casos, la célula pierde o ve enormemente restringida su capacidad de proliferacion.

[0047] Un "factor de diferenciacion” es cualquier sustancia quimica u objeto que provocara diferenciacion.
Incluye, por ejemplo, sustratos y factores de crecimiento.

[0048] En general, un "factor de crecimiento" es una sustancia que promueve el crecimiento y desarrollo
celular dirigiendo la maduracién y la diferenciacién de las células. Los factores de crecimiento también pueden
mediar en el mantenimiento y la reparacion de los tejidos. Los factores de crecimiento estan ligados por receptores
especificos y actian en concentraciones muy bajas. Muchos factores de crecimiento estan mediados, al menos
parcialmente, por segundos mensajeros, como AMP ciclico (AMPc). Los miembros de la familia de la neurotrofina
(NGF, BDNF, NT3 y NT4/5) desempefian un papel clave en el desarrollo, diferenciacién y supervivencia neuronales.
Los factores de crecimiento de la familia de la neurotrofina actian normalmente a través de receptores de las
tirosincinasas (Trk).

[0049] Un "trastorno neurolégico" es cualquier trastorno, incluidos los trastornos psiquiatricos, que afecta a
una parte del sistema nervioso, como los nervios, la médula espinal o el encéfalo. Algunos ejemplos de trastornos
neuroldgicos incluirian enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral
amiotrdfica, lesion de la médula espinal, esquizofrenia, autismo y trastorno bipolar.

[0050] Un "neurotransmisor” es cualquier producto quimico o sustancia capaz de inhibir o excitar a una célula
post-sindptica. Algunos ejemplos de neurotransmisores incluyen dopamina, serotonina y acetilcolina. Es bien
conocido que los niveles inapropiados de neurotransmisores se asocian con numerosos trastornos, entre ellos
trastornos neuroldgicos segun se describe anteriormente.

[0051] La "neuritogénesis" es la formacién de nuevas protuberancias y la extensién de protuberancias
existentes que se asemejan a las de las neuronas.

1. Aislamiento de células madre olfativas humanas

[0052] Primero se extrae tejido de NeO de la cavidad nasal. El experto en la materia comprendera que el
tejido de NeO puede extraerse usando una diversidad de procedimientos. Un procedimiento preferido para extraer el
tejido de NeO implica el uso de un endoscopio, que tiene un cable de fibra éptica con una "pinza" en un extremo,
para realizar una biopsia. Una ventaja de usar este procedimiento preferido es la capacidad de obtener muestras de
tejido de personas donantes vivas, con invasividad y molestias minimas. Una ventaja adicional de la extraccion de
tejidos de NeO mediante el uso de un endoscopio es la capacidad de congelar o cultivar las células madre de NeO
obtenidas en una recogida inicial y la capacidad de realizar multiples recogidas cuando se necesite para la viabilidad
del cultivo in vitro o para alcanzar el nivel deseado de cantidad de células madre.

[0053] Una rinotomia lateral es otro procedimiento para extraer tejidos de NeO. La rinotomia lateral es un
procedimiento operativo en el que se realiza una incisién en la nariz a lo largo de un lateral de manera que pueda
levantarse para proporcionar un acceso completo a la cavidad nasal y al tejido de NeO. Sin embargo este
procedimiento es altamente invasivo. En un procedimiento preferido, el procedimiento de rinotomia lateral se usa
para extraer tejidos de NeO de un cadaver. En este procedimiento, el cadaver es preferentemente de no mas de
dieciocho horas post-mértem y mas preferentemente es de seis horas post-mértem y con la maxima preferencia, el
cadaver es inmediatamente post-mortem.

[0054] Una vez extraido, el NeO puede someterse a cultivo. Por ejemplo, el NeO se somete a cultivo en un
medio que contiene DMEM (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco) y F12 (1:1) con suero fetal bovino (FBS)
inactivado por calor al 10% (todos los componentes de los medios proceden de GIBCO, Grand Island, NY). Pueden
ser apropiados otros medios, tal como reconocerd el experto en la materia, asi como diferentes fuentes animales de
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sueros 0 el uso de medios sin suero; ademas, algunos cultivos requerirdn suplementos adicionales, entre ellos
aminoacidos (como glutamina), factores de crecimiento, etc. Puede usarse una diversidad de sustratos para el
cultivo de las células, por ejemplo, sustratos de plastico o vidrio, recubiertos o no recubiertos. Por ejemplo, la placa
de cultivo puede ser una placa de plastico recubierta con laminina-fibronectina. Alternativamente los sustratos
pueden estar recubiertos con moléculas de matriz extracelular (para estimular la adhesién o para controlar la
diferenciacion celular), colageno o poli-L-lisina (para estimular la adhesion sin efectos biolégicos). Los sustratos de
cultivo celular pueden tratarse también para que contengan carga. En el caso en el que no se desee la adhesion al
sustrato, pueden usarse cultivos en agitaciéon, en los que las células se mantienen en suspensién. Ademas la
composicion de los sustratos puede desempefiar un papel en la diferenciacion de células madre de NeO.

[0055] El NeO extraido no solo contiene células madre pluripotentes, sino que puede contener también
neuronas receptoras olfativas (NRO), células sustentaculares o envolventes olfativas (CEO), células de soporte
epiteliales y fibroblastos. Después del cultivo durante varias semanas, aparece una poblacion de células
mitéticamente activas, mientras las NRO y las CEO se vacuolizan, retraen protuberancias y mueren después de
aproximadamente tres semanas in vitro. Estas células mitéticamente activas se duplican cada dia. Al cabo de 2 a 3
semanas de proliferacion adicional sin perturbaciones empiezan a formarse neuroesferas. Sin embargo esto sucede
sélo en el 5 al 10% de los cultivos de manera que en general se necesitan multiples cultivos para formar y sostener
una coleccion de células. Las células de neuroesferas se recogen a partir del cultivo. Puede usarse una diversidad
de procedimientos para recoger las neuroesferas, entre ellos extraccion enzimatica (por ejemplo, por tripsinizacion),
procedimientos quimicos (por ejemplo, quelacién con cationes metalicos usando acido etilendiamintetraacético
(EDTA) o &cido etilenglicol-bis(B-aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetraacético (EGTA), y mecanicamente, por ejemplo, por
raspado celular o en el caso de células en suspension, por simple centrifugacion.

[0056] Después de la recogida, las células pueden ser lavadas y separadas del residuo no deseado mediante
centrifugacién con o sin un gradiente (continuo o escalonado, por ejemplo, con polietilenglicol o sacarosa), o se
clasifican, si se desea mediante FACS u otras técnicas basadas en la uniéon, como anticuerpos para un marcador
celular especifico que recubren perlas (magnéticas). Preferentemente, todos los procedimientos de recogida se
realizan de forma aséptica. Un experto en la materia sabrd cémo determinar apropiadamente parametros Utiles,
como los tiempos de incubacion con agentes de extraccion celular (quimicos o enzimaticos), temperaturas, fuerza
centrifuga y numero y tipo de lavados. Después de la recogida, las neuroesferas se someten a dispersién mecanica
en células individuales, se lavan repetidamente con una solucién apropiada osmoticamente (con o sin tampén), se
les afiaden soluciones salinas, como solucién de suero salino o solucion de Ringer, y se centrifugan para eliminar los
residuos celulares, y a continuacion se resiembran a razén de 10° células por mm?Z.

[0057] Las células pueden aislarse adicionalmente a partir de estas células resembradas y se caracterizan
mediante sondeo de las células con anticuerpos especificos del linaje, o se examinan en busca de otros marcadores
Gtiles. Inicialmente se prefiere determinar si hay neuronas en los cultivos celulares aislados. Ademas de inspeccion
microscopica simple, las neuronas pueden detectarse con mas sensibilidad al menos mediante los siguientes
marcadores: NCAM, E-NCAM, MAP2ab monoclonal, isotipo Il de la B-tubulina, A2B5 y receptor NGF (Tabla 1). Los
células gliales pueden detectarse al menos por la presencia de un gangliésido enriquecido con membrana glial con
un anticuerpo monoclonal, como A2B5. Los astrocitos pueden detectarse al menos por la presencia de proteina
gliofibrilar acida (GFAP). La Tabla 2 resume la inmunorreactividad de células de neuroesferas de NeO que contienen
células madre olfativas humanas.

Tabla 2 Resumen de inmunorreactividad de células de neuroesferas en subcultivo a partir de NeO

Antigeno expresado

NCAM+/nestina+-**

NCAM+/queratina-

B-tubulina Il +/nestina+-**

B-tubulina 11l +/GFAP-

GFAP +/B-tubulina lll-

GFAP +/RIP-

GFAP +/A2B5+

Trk A +/p75" > -

Trk B +/p75"> -

** +- significa que hay células inmunopositivas e inmunonegativas en las que al menos mas de una célula es

inmunonegativa pero no todas las células son inmunonegativas.
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I1l. Cultivos celulares

[0058] El medio y las condiciones adecuados para generar cultivos primarios y mantener los cultivos de
neuroesferas anteriores son bien conocidos en la técnica y pueden variar dependiendo de los tipos de células
presentes. Por ejemplo, las células madre musculoesqueléticas, Oseas, de neuronas, cutaneas, hepaticas y
embrionarias se cultivan todas en medios que difieren en sus contenidos especificos. Ademas, los medios para un
tipo de célula pueden diferir significativamente de un laboratorio a otro y de una institucion a otra. Para mantener la
divisién celular, se afiade al medio suero, como suero de ternera fetal, en cantidades relativamente grandes, del 1 al
30% en volumen, dependiendo de nuevo del tipo de célula o de tejido. También pueden afadirse factores de
crecimiento purificados especificos o cdcteles de mdltiples factores de crecimiento 0 a veces se emplean en lugar
del suero. Cuando se desea una diferenciacion y no una proliferacion, en general el suero con sus mitégenos se
limita a aproximadamente del 0 al 2% en volumen. También pueden usarse factores u hormonas especificos que
promuevan la diferenciacion y/o promuevan la interrupcion del ciclo celular.

[0059] Pueden usarse condiciones de oxigeno fisiolégico y de oxigeno subatmosférico en cualquier momento
durante el crecimiento y diferenciacion de las células en cultivo, como un elemento afiadido critico para la seleccion
de fenotipos celulares especificos, crecimiento y proliferacion de tipos de células especificos, o diferenciacién de
tipos de células especificos. En general, el cultivo con nivel de oxigeno bajo o fisiolégico se acompafia de
procedimientos que limitan la acidosis de los cultivos, como la adiciéon de un fuerte tampén al medio (por ejemplo,
HEPES), y cambios frecuentes en el medio y cambios en la concentracion de COx.

[0060] Ademas de oxigeno, los otros gases para cultivo normalmente son aproximadamente diéxido de
carbono al 5% vy el resto es nitrdgeno, pero opcionalmente puede contener cantidades diversas de 6xido nitrico (a
partir de valores de sélo 3 ppm), monoxido de carbono y otros gases, tanto inertes como biolégicamente activos. Las
concentraciones de didxido de carbono estan comprendidas normalmente en torno al 5%, pero pueden variar entre
el 2 y el 10%. El 6xido nitrico y el mondxido de carbono, cuando es necesario, se administran normalmente en
cantidades muy pequefas (es decir, en el intervalo de ppm), determinadas empiricamente o a partir de la literatura
especializada.

[0061] El medio puede suplementarse con una diversidad de factores de crecimiento, citocinas, suero, etc.
Algunos ejemplos de factores de crecimiento adecuados son factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF),
factor de crecimiento neuronal (NGF), NT3, NT4/5, factor neuronal obtenido del encéfalo (BDNF) y factor estimulante
de colonias (CSF). Algunos ejemplos de aditivos al medio de hormonas son estrégeno, progesterona, testosterona o
glucocorticoides como, por ejemplo, dexametasona. Algunos ejemplos de aditivos al medio de citocinas son
interferones, interleucina o factor de necrosis tumoral o (TNFa). Un experto en la materia probara con aditivos y
componentes de cultivo en diferentes condiciones de cultivo, ya que estas pueden alterar la respuesta celular, el
tiempo de vida activo de los aditivos u otras caracteristicas que afecten a su bioactividad. Ademas, la superficie en la
que se desarrollan las células puede ser sembrada con una diversidad de sustratos que contribuyen a la
supervivencia, el crecimiento y/o la diferenciacion de las células. Estos sustratos incluyen pero no se limitan a
laminina, matriz ECL, colageno, poli-L-lisina, poli-D-lisina, poliornitina y fibronectina. En algunos casos, cuando se
desean cultivos tridimensionales, pueden usarse geles de matriz extracelular, como colageno, matriz ECL o gelatina.
Las células pueden desarrollarse en la parte superior de dichas matrices, o puede ser vertidas en el interior de los
propios geles. Por ejemplo, el uso de una matriz ECL promovié la restriccion de linaje de las células obtenidas de
NeO hacia neuronas en maduracion segun se indica por el nivel de neuritogénesis.

IV. Trasplante

[0062] Las células madre de la presente invencion pueden ser trasplantadas a un paciente que sufre un
trastorno neuroldgico, como, por ejemplo, lesion de la médula espinal, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica o esclerosis multiple, como un procedimiento de tratamiento del trastorno.
Entre los procedimientos de trasplante se incluyen inyeccion de células transformadas o efectivas para tratar un
trastorno neurolégico, por medio de una diversidad de procedimientos, en el sitio de la lesién o en un sitio distante.
Las células pueden diferenciarse de forma parcial o completa antes del trasplante.

V. Reformacién o formacién de estructuras del SNC

[0063] Las células madre de la invencién pueden usarse ademas para formar o reformar estructuras del SNC
dafadas o con mal funcionamiento, como, por ejemplo, axones, o estimular el nuevo crecimiento de axones
existentes. Por ejemplo, Li y col. han demostrado que la inyeccién de células envolventes cultivadas a partir del
bulbo olfativo de ratas adultas, en un sitio de transeccion del tracto corticoespinal cervical superior, indujo un
crecimiento elongativo no ramificado de los axones corticoespinales cortados y restaurd la funcion motora (Li y col.,
2000). Andlogamente, las células madre pueden diferenciarse, y las células envolventes resultantes son
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seleccionadas y trasplantadas para reparar un dafio espinal.

[0064] La diferenciacién de células madre puede dirigirse para dar como resultado un tipo particular de célula
hija que procede de la célula madre progenitora. Por ejemplo cuando la célula madre de la presente invencion se
expone a dibutiri-AMPc durante 24 horas, se diferencia en un progenitor que contiene un precursor de
neurofilamento. Ademas, en cultivo, al menos una parte de las células madre se diferencia espontaneamente y
puede ser seleccionada. Puede usarse congelacion para almacenar las células diferenciadas hasta que se han
recogido suficientes para un trasplante eficaz. Por tanto, mediante la induccién de la célula madre de la presente
invencién para formar un tipo de célula deseado, y la inyeccioén de esta célula diferenciada en el sitio de la lesion,
pueden tratarse las estructuras del SNC.

E. Enfoques farmacolégicos

[0065] Las células de la presente invencién pueden usarse para la fabricacion de compuestos
farmacéuticamente Utiles, como dopamina u otros neurotransmisores producidos por neuronas sanas. Por tanto,
dirigiendo la célula madre de la presente invencién a una ruta de diferenciacion que conduzca a la formacién de
neuronas, un cultivo celular especial formado por neuronas diferenciadas obtenidas de la célula madre de la
presente invencion puede proporcionar grandes poblaciones celulares capaces de producir grandes cantidades de
compuestos farmacéuticamente Utiles, como la dopamina. Ademas, pueden usarse muchos factores de crecimiento,
entre ellos al menos NGF, BDNF, NT3 y NT4/5, para dirigir la diferenciacién de la célula madre.

[0066] Pueden usarse segundos mensajeros, como AMPc, para mediar en la interaccion entre los receptores
de factor de crecimiento de la célula madre en diferenciacion y los factores de crecimiento en si. Por ejemplo, la
exposicion de subcultivos de neuroesferas a medios que contienen dibutiril-AMPc 2,5 mM reduce drasticamente la
actividad mitética y aumenta los niveles de a-internexina, un marcador neuronal que aparece antes de la formacion
del neurofilamento en las neuronas en desarrollo.

[0067] Ademas, las células de la invencién pueden ser manipuladas para expresar transgenes que codifican
productos Utiles. Una ventaja del disefio por ingenieria de las células de la invencién, ya sean o no diferenciadas, es
la posibilidad de producir polipéptidos, como polipéptidos neuronales o polipéptidos especificos de células madres
gue son procesados de una manera tal que estarian en su contexto nativo y pueden ser asi cultivados en grandes
cantidades. Otra ventaja incluye el disefio por ingenieria de dichas células antes de trasplantarlas a un sujeto de tal
modo que se exprese una molécula terapéuticamente Util; por ejemplo, un paciente que sufra enfermedad de
Parkinson puede tener células de NeO recogidas para crear las células madre de la invencién, pero no expresara
dopamina suficiente para tratar la enfermedad de Parkinson. Asi, dichas células pueden disefiarse por ingenieria con
un gen de dopamina natural (unido operativamente a los promotores de dopamina enddégenos o a un promotor
exdgeno, dependiendo de la regulacion y de la cantidad de secrecidn que se desee) antes de la implantacion.

F. Manipulacién de células con ADN recombinante

[0068] Para manipular ADN in vitro de manera que se disefien por ingenieria las células de la invencién con
secuencias de acido nucleico exdgenas, los expertos en la materia disponen de muchas técnicas (Ausubel y col.,
1987).

[0069] Los vectores son herramientas Utiles para lanzar ADN entre células hospedadoras o como un medio
para expresar una secuencia de nucleétidos. Algunos vectores funcionan sélo en procariotas, mientras que otros
funcionan en procariotas y en eucariotas, lo que permite la preparacién de ADN a gran escala a partir de procariotas
para expresion en eucariotas. La insercion del ADN del polipéptido neuroldgico de interés se consigue mediante
técnicas de ligamiento y/o protocolos de apareamiento bien conocidos para el experto en la materia. Dicho ADN se
inserta de manera que su integracién no interrumpa ningln componente necesario del vector. En el caso de vectores
gue se usan para expresar el polipéptido codificado insertado, el ADN introducido esta ligado operativamente a
elementos del vector que rigen su transcripcion y su traduccién. "Ligado operativamente” indica que una secuencia
de nucledtidos de interés esta ligada a secuencias reguladoras de manera que se consigue la expresion de la
secuencia de nucledtidos.

[0070] Los vectores pueden dividirse en dos clases generales: los vectores de clonacion son fagos o
plasmidos replicantes con regiones que no son esenciales para la propagaciéon en una célula hospedadora
apropiada y en las que puede insertarse ADN extrafio; el ADN extrafio es replicado y propagado como si fuera un
componente del vector. Se usa un vector de expresion (como un plasmido, levadura, o un genoma de virus animal)
para introducir material genético extrafio en un tejido o una célula hospedadora con el fin de transcribir y traducir el
ADN extrafio. En vectores de expresién, el ADN introducido esta ligado operativamente a elementos, como, por
ejemplo, promotores, que sefialan a la célula hospedadora que transcriba el ADN insertado. Algunos promotores son
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excepcionalmente (tiles, como, por ejemplo, promotores inducibles que controlan la transcripcibn génica en
respuesta a factores especificos, o promotores histoespecificos. Los vectores tienen muchas manifestaciones. Un
"plasmido" es una molécula de ADN bicatenario circular que puede aceptar fragmentos de ADN adicionales. Los
vectores viricos pueden aceptar también segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Algunos vectores son
capaces de replicacion auténoma en una célula hospedadora (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un
origen bacteriano de replicacion y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no
episomales de mamifero) se integran en el genoma de una célula hospedadora y se replican como parte del genoma
del hospedador. En general, los vectores de expresion utiles son plasmidos y vectores viricos (por ejemplo,
retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados de replicacion defectuosa); también pueden usarse otros vectores de
expresion.

el polipéptido neurolégico el polipéptido neurolégico
[0071] Los vectores pueden introducirse en una diversidad de organismos y/o células (Tabla D).

Alternativamente, los vectores pueden ser transcritos y traducidos in vitro, por ejemplo, usando secuencias
reguladoras de promotores T7 y polimerasa T7.

12
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Tabla D Ejemplos de hospedadores para clonacion o expresion

Organismos Ejemplos Fuentes y referencias*

Procariotas
E. coli
K 12 cepa MM294 ATCC 31,446
X1776 ATCC 31,537
W3110 ATCC 27,325
K5 772 ATCC 53,635
Enterobacter
Erwinia

Enterobacteriaceas Klebsiella
Proteus

Salmonella (S. typhimurium)

Serratia (S. marcescans)

Shigella

Bacilli (B. subtilis y B. licheniformis)

Pseudomonas (P. aeruginosa)

Streptomyces
Eucariotas
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Kluyveromyces (Fleer y col., 1991)
K. lactis MW98-8C, CBS683, (de Louvencourt y col., 1983)
CBS4574
K. fragilis ATCC 12,424
K. bulgaricus ATCC 16,045
K. wickeramii ATCC 24,178
K. waltii ATCC 56,500
Levaduras K. drosophilarum ATCC 36,906
K. thermotolerans
K. marxianus; yarrowia (EPO-402.226, 1990)
Pichia pastoris (Sreekrishna y col., 1988)
Candida
Trichoderma reesia
Neurospora crassa (Case y col., 1979)
Torulopsis
Rhodotorula
Schwanniomyces (S. occidentalis)
Neurospora
Penicillium
Hongos filamentosos Tolypocladium (W0-91/00.357, 1991)
Aspergillus (A. nidulans y A. niger) (Kelly y Hynes, 1985; Tilburn y col.,

1983; Yelton y col., 1984)

Drosophila S2

Células de invertebrados Spodoptera Sf9

Ovario de hamster chino (CHO)

Células de vertebrados "853 de simio COS-7 ATCC CRL 1651

HEK 293

* Las células sin referencia estan disponibles generalmente en la American Type Culture Collection (Manassas,
VA).

[0072] La eleccion del vector esta dictada por el organismo o las células que se estan usando, y por el

5 destino deseado para el vector. Los vectores pueden replicarse una vez en las células diana o pueden ser vectores
"suicidas". En general, los vectores comprenden secuencias de sefial, origenes de replicacion, genes marcadores,
elementos potenciadores, promotores y secuencias de terminacién de transcripcion. La eleccion de estos elementos
depende de los organismos en los que se usara el vector. Algunos de estos elementos pueden ser condicionales,
como, por ejemplo, un promotor inducible o condicional que se "activa" cuando las condiciones son apropiadas.

10 Entre los ejemplos de promotores inducibles se incluyen aquellos que son histoespecificos, que relegan la expresion
a ciertos tipos de células, que responden a esteroides o son reactivos frente al choque térmico. Algunos sistemas de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392163 T3

represion bacterianos, como el operdn lac, se han utilizado en células de mamiferos y animales transgénicos (Fieck
y col.,, 1992; Wyborski y col.,, 1996; Wyborski y Short, 1991). Los vectores usan a menudo un marcador
seleccionable para facilitar la identificacion de aquellas células que han incorporado el vector. Muchos marcadores
seleccionables son bien conocidos en la técnica para el uso con procariotas, habitualmente genes con resistencia a
antibiéticos o el uso de mutantes de autotrofia y auxotrofia. La Tabla F resume muchos de los marcadores
disponibles.

[0073] Los procedimientos de transfeccion de células eucariotas y de transformacion de células procariotas
son bien conocidos en la técnica. La eleccién de la célula hospedadora dicta la técnica preferida para introducir el
acido nucleico de interés. Para células de mamiferos, entre las técnicas de transfeccion que son excepcionalmente
Utiles se incluyen, por ejemplo, transfeccion mediada por precipitacion de fosfato de calcio, liposomas, virus y
electroporacion.

[0074] el polipéptido neurolégico el polipéptido neurolégico
Ensayos de cribado

[0075] La invencion proporciona un procedimiento (ensayo de cribado) para identificar modalidades, es decir,
compuestos 0 agentes candidatos o de prueba (por ejemplo, péptidos, peptidomiméticos, moléculas pequefias u
otros farmacos), alimentos, combinaciones de los mismos, etc., que efectian funciones neuronales, ya sean
simuladoras o inhibidoras, lo que incluye expresion y traduccion génicas, actividad génica o copias del gen en
células. Las pruebas para compuestos que aumentan o disminuyen la actividad neuronal o el efecto neuroldgico del
polipéptido neurolégico, como el aumento o la disminucién de la formaciéon de neurotransmisores (por ejemplo,
dopamina, serotonina o acetilcolina), receptores de neurotransmisores, unién a transmisores o incluso muerte
celular. Los factores de diferenciacion pueden aplicarse a las células antes de la puesta en contacto de las células
con un compuesto. Un compuesto puede modular los efectos neuroldgicos al afectar a: (1) el nUmero de copias de al
menos un gen en la célula (amplificadores y deseamplificadores); (2) el aumento o la reduccion de la transcripcion
de al menos un gen (reguladores por aumento y reguladores por disminucién de la transcripcién); (3) el aumento o la
reduccion de la traduccion de al menos un ARNm en polipéptidos (reguladores por aumento y reguladores por
disminucion de la traduccién); o (4) el aumento o la disminucion de la actividad de al menos un polipéptido en si
(agonistas y antagonistas). Entre los genes, los ARNm y los polipéptidos que son especialmente Utiles de observar
se incluyen los de los neurotransmisores y sus receptores (como variaciones de su expresion o actividad).

(a) Efectos de los compuestos

[0076] Para identificar compuestos que afectan a la funcién neurolégica del polipéptido neuroldgico, las
células de la invencion estan en contacto con un compuesto candidato, y se valora el cambio correspondiente en el
polipéptido neurolégico diana (Ausubel y col., 1987). Para amplificadores y desamplificadores de ADN, se mide la
cantidad de un gen diana del polipéptido neurolégico, como, por ejemplo, el que codifica un neurotransmisor; para
aquellos compuestos que son reguladores por aumento y reguladores por disminucion de la transcripcion, se
determina la cantidad del ARNm diana; para reguladores por aumento y reguladores por disminucion de la
traduccion, se mide la cantidad de un polipéptido diana. Los compuestos que son agonistas 0 antagonistas pueden
identificarse por puesta en contacto de las células con el compuesto.

(b) Moléculas pequefias

[0077] Una "molécula pequefia” se refiere a una composicion que tiene un peso molecular de menos de 5 kD
aproximadamente, y mas preferentemente de menos de 4 kD aproximadamente, y con la maxima preferencia de
menos de 0,6 kD. Las moléculas pequefias pueden ser acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos,
hidratos de carbono, lipidos u otras moléculas orgénicas o inorganicas. Las bibliotecas de mezclas quimicas y/o
bioldgicas, como extractos flngicos, bacterianos o de algas, son conocidas en la técnica y pueden ser objeto de
cribado mediante cualquiera de los ensayos de la invencién. Se han descrito ejemplos de procedimientos para la
sintesis de bibliotecas moleculares (Carell y col., 1994a; Carell y col., 1994b; Cho y col., 1993; DeWitt y col., 1993;
Gallop y col., 1994; Zuckermann y col., 1994).

[0078] Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en solucién (Houghten y col., 1992) o sobre perlas
(Lam vy col., 1991), sobre chips (Fodor y col., 1993), bacterias, esporas (Ladner y col., patente de EE.UU. n°
5.223.409, 1993), plasmidos (Cull y col., 1992) o fagos (Cwirla y col., 1990; Devlin y col., 1990; Felici y col., 1991;
Ladner y col., patente de EE.UU. n°. 5.223.409, 1993; Scott y Smith, 1990). el polipéptido neuroldgico el polipéptido
neurologico el polipéptido neurolégico el polipéptido neuroldgico el polipéptido neuroldgico el polipéptido neurolégico
el polipéptido neurolégico el polipéptido neuroldgico el polipéptido neuroldgico el polipéptido neurolégico el
polipéptido neuroldgico el polipéptido neurolégico el polipéptido neuroldgico el polipéptido neurolégico el polipéptido
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neurolégico
(c) Cribado para identificar moduladores

[0079] Los moduladores de la expresion de un polipéptido neurolégico pueden identificarse en un
procedimiento en el que se pone una célula en contacto con un compuesto candidato y se determina la expresion
del ARNm del polipéptido neurolégico o del polipéptido en la célula. El nivel de expresién del ARNm del polipéptido
neurologico o el polipéptido en presencia del compuesto candidato se compara con los niveles del ARNm del
polipéptido neuroldgico o el polipéptido en ausencia del compuesto candidato. A continuacién puede identificarse el
compuesto candidato como un modulador de la expresién del ARNm del polipéptido neurolégico o el polipéptido
basandose en esta comparacion. Por ejemplo, cuando la expresién del ARNm del polipéptido neuroldgico o el
polipéptido es mayor (es decir, estadisticamente significativa) en presencia del compuesto candidato que en su
ausencia, el compuesto candidato se identifica como un estimulador de la expresién de ese ARNm del polipéptido
neuroldgico o polipéptido. Alternativamente, cuando la expresion del ARNm del polipéptido neurolégico o el
polipéptido es menor (estadisticamente significativa) en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el
compuesto candidato se identifica como un inhibidor de la expresién del ARNm del polipéptido neurolégico o el
polipéptido. EIl nivel de la expresion del ARNm del polipéptido neurolégico o el polipéptido en las células puede
determinarse mediante procedimientos descritos para detectar el ARNm del polipéptido neurolégico o el polipéptido.

Identificacion de marcadores asociados con un trastorno neurolégico

[0080] En otro aspecto, las células de la invencidon pueden usarse para identificar marcadores que estan
asociados con una enfermedad o trastorno neuroldgico. Entre dichos marcadores se incluyen, por ejemplo,
diferencia de expresion génica y lesiones genéticas. Un enfoque util incluiria la identificacion de aquellos genes que
se expresan diferencialmente entre aquellas células madre de la invencién aisladas de un individuo sano y las
aisladas de un individuo afectado por un trastorno neurolégico. En la técnica se dispone de muchos procedimientos
para determinar la expresién génica diferencial (Ausubel, 1987). Son especialmente Utiles aquellos procedimientos
que aprovechan formatos de alto rendimiento, como los chips génicos.

[0081] Las lesiones genéticas pueden detectarse mediante la determinacion de: (1) la delecién de uno o mas
nucledtidos a partir de un gen de polipéptido diana; (2) la adicion de uno o mas nucleétidos al gen de polipéptido
diana; (3) la sustitucion de uno o mas nucleétidos en el gen de polipéptido diana; (4) la redistribucion cromosémica
de un gen del polipéptido neuroldgico; (5) una alteracion en el nivel de los transcritos del ARNm del polipéptido
neuroldgico; (6) la modificacion aberrante del polipéptido diana, como, por ejemplo, un cambio en la metilacion del
ADN genoémico; (7) la presencia de un patron de divisién no natural de un transcrito de ARNm del polipéptido
neurolégico diana; (8) un nivel no natural del gen del polipéptido diana; (9) la pérdida alélica del gen de polipéptido
diana, y/o (10) la modificaciéon postraduccional inapropiada del polipéptido neurolégico. Las mutaciones en un
polipéptido neurolégico diana a partir de una muestra pueden identificarse por medio de las alteraciones en los
patrones de digestion de enzimas de restriccion. Por ejemplo, el ADN de muestra y de control es aislado, amplificado
(opcionalmente), digerido con una o mas endonucleasas de restriccion, y los tamafios de la longitud del fragmento
se determinan mediante electroforesis en gel y se comparan. Las diferencias en los tamafios de la longitud de
fragmento entre el ADN de muestra y de control indican mutaciones en el ADN de muestra. Por otra parte, puede
recurrirse al uso de ribozimas especificas de las secuencias para valorar la presencia de mutaciones especificas
mediante el desarrollo o la pérdida de un sitio de corte de ribozimas.

[0082] La hibridacién de acidos nucleicos de muestra y de control, por ejemplo, ADN o ARN, en matrices de
alta densidad que contienen centenares o miles de sondas de oligonucleétidos, puede identificar mutaciones
genéticas en un polipéptido neurolégico diana (Cronin y col., 1996; Kozal y col., 1996). Por ejemplo, las mutaciones
genéticas en un polipéptido neurologico diana pueden identificarse en matrices bidimensionales que contienen
sondas de ADN generadas por luz (Cronin y col.,, 1996). Brevemente, puede usarse una primera matriz de
hibridacion de sondas para examinar largas extensiones de ADN en una muestra y en el control para identificar
cambios de bases entre las secuencias preparando matrices lineales de sondas superpuestas secuenciales. Esta
etapa permite la identificacién de mutaciones puntuales. Se sigue una segunda matriz de hibridacion que permite la
caracterizacion de mutaciones especificas usando matrices de sondas especializadas mas pequefias
complementarias para todas las variantes o mutaciones detectadas. Cada matriz de mutaciones esta compuesta por
conjuntos de sondas en paralelo, una complementaria al gen natural y la otra complementaria al gen mutante.

[0083] Otros procedimientos para detectar mutaciones en un polipéptido neurolégico diana incluyen aquellos
en los que se usa proteccion con respecto a los agentes de corte para detectar bases mal apareadas en
heteroduplex de ARN/ARN o ARN/ADN (Myers y col., 1985). En general, la técnica de "corte mal apareado” empieza
por proporcionar heterodiplex formados por hibridacion de ARN o ADN (marcado) que contiene la secuencia de
polipéptidos neuroldgicos diana naturales con ARN o ADN potencialmente mutante obtenido de una muestra. Los
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duplex bicatenarios son tratados con un agente que corta regiones monocatenarias del ddplex como, por ejemplo,
las que proceden de los errores de apareamiento de pares de bases entre las cadenas de control y de muestra. Por
ejemplo, los diplex de ARN/ADN pueden ser tratados con ARNasa y los hibridos de ADN/ADN tratados con
nucleasa Si para digerir enzimaticamente las regiones mal apareadas. En otras formas de realizacion, los duplex de
ADN/ADN o ARN/ADN pueden ser tratados con hidroxilamina o tetréxido de osmio y con piperidina con el fin de
digerir regiones mal apareadas. A continuacion se separa el material digerido por tamafio en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes para determinar el sitio de mutacién (Grompe y col., 1989; Saleeba y Cotton, 1993). El ADN o
ARN de control puede ser marcado para deteccion.

[0084] Las reacciones de corte en mal apareamiento pueden emplear uno o mas polipéptidos que reconocen
pares de bases mal apareadas en ADN bicatenario (reparacion de mal apareamiento de ADN) en sistemas definidos
para detectar e identificar mutaciones puntuales en un ADNc de polipéptido neurolégico diana obtenido de muestras
de células. Por ejemplo, la enzima mutY de E. coli corta A en errores de apareamiento G/A y la timidina ADN
glicosilasa de células HelLa corta T en errores de apareamiento G/T (Hsu y col., 1994). El duplex es tratado con una
enzima de reparacion de mal apareamiento de ADN, y los productos de corte, si los hubiera, pueden detectarse a
partir de protocolos de electroforesis o similares (Modrich y col., patente de EE.UU. n° 5.459.039, 1995).

[0085] Pueden usarse alteraciones de la movilidad electroforética para identificar mutaciones en un gen
neuroldgico diana. Por ejemplo, puede usarse polimorfismo de conformacién monocatenaria (SSCP) para detectar
diferencias en la movilidad electroforética entre acidos nucleicos naturales y mutantes (Cotton, 1993; Hayashi, 1992;
Orita y col., 1989). Los fragmentos de ADN monocatenario de acidos nucleicos de polipéptido neurolégico diana de
muestra y de control son desnaturalizados y a continuacion renaturalizados. La estructura secundaria de los acidos
nucleicos monocatenarios varia segin la secuencia; la alteracion resultante en movilidad electroforética permite la
deteccion incluso de un cambio en una sola base. Los fragmentos de ADN pueden ser marcados o detectados con
sondas marcadas. La sensibilidad de ensayo puede mejorarse usando ARN (en lugar de ADN), en cuyo caso la
estructura secundaria es mas sensible a cambios de secuencia. El procedimiento puede usar analisis de
heteroduplex para separar moléculas de heterodiplex bicatenarias sobre la base de los cambios en la movilidad
electroforética (Keen y col., 1991).

[0086] La migracion de fragmentos mutantes o naturales puede ser sometida a ensayo usando electroforesis
en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE; Myers y col., 1985). En DGGE, el ADN es modificado para evitar la
desnaturalizacién completa, por ejemplo afiadiendo una cola GC de aproximadamente 40 pb de ADN rico en GC de
alto punto de fusion por PCR. También puede usarse un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente
desnaturalizante para identificar diferencias en la movilidad del ADN de control y de muestra (Rossiter y Caskey,
1990).

[0087] Entre los ejemplos de otras técnicas para detectar mutaciones puntuales se incluye hibridacion
selectiva de oligonucledtidos, amplificacién selectiva o extension selectiva de cebadores. Por ejemplo, pueden
prepararse cebadores de oligonucleétidos en los que la mutaciéon conocida se coloca centralmente y a continuacion
se hibrida en ADN diana en condiciones que permiten la hibridacién sélo si se encuentra un apareamiento perfecto
(Saiki y col., 1986; Saiki y col., 1989). Dichos oligonucleétidos especificos de alelos son hibridados a ADN diana
amplificado por PCR o0 una serie de mutaciones diferentes cuando los oligonucleétidos se fijan a la hibridacion de
membrana y se hibridan con ADN diana marcado. Alternativamente, puede usarse la tecnologia de amplificacion
especifica de alelos que depende de la amplificacion selectiva de PCR. Los cebadores de oligonucleétidos para
amplificaciones especificas pueden llevar la mutacion de interés en el centro de la molécula (de manera que la
amplificacion depende de la hibridacién diferencial (Gibbs y col., 1989)) o en el extremo 3’ de un cebador en el que,
en condiciones apropiadas, el error de apareamiento puede impedir, o reducir, la extensiéon de la polimerasa
(Prosser, 1993). Pueden introducirse nuevos sitios de restriccion en la regiéon de la mutacion para crear deteccion
basada en el corte (Gasparini y col., 1992). La amplificaciéon puede realizarse también usando ligasa Tag (Barany,
1991). En dichos casos, el ligamiento tiene lugar sélo si existe un apareamiento perfecto en el extremo 3’ de la
secuencia 5', lo que permite la deteccién de una mutacion conocida por valoracion de la amplificacion.

[0088] Otro aspecto de la invencién proporciona procedimientos para determinar la actividad de un
polipéptido neuroldgico o la expresion de un acido nucleico en un individuo para seleccionar los agentes terapéuticos
o profilacticos apropiados especificamente para ese individuo (farmacogendmica). La invencién proporciona una
herramienta excepcionalmente poderosa en la que es posible desarrollar in vitro grandes cantidades de células a
partir de pacientes y a continuacion, si se desea, inducir la diferenciacion en el tipo de célula en el que se manifiesta
la enfermedad o el trastorno. La farmacogendmica permite la seleccion de modalidades (por ejemplo, farmacos,
alimentos) para tratamiento terapéutico o profilactico de un individuo basandose en el genotipo del individuo (por
ejemplo, el genotipo del individuo para determinar la capacidad del individuo para responder a un agente en
particular). Otro aspecto de la invencion se refiere a la supervision de la influencia de modalidades (por ejemplo,
farmacos, alimentos) en la expresion o la actividad del polipéptido neurolégico el polipéptido neuroldgico en ensayos
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clinicos.
Ensayos de diagnoéstico

[0089] Un procedimiento de ejemplo para detectar la presencia o ausencia de un polipéptido neurol6gico
diana en una muestra biolégica implica la obtencién de una muestra biolégica a partir de un sujeto y la puesta en
contacto de la muestra bioldgica con un compuesto o un agente capaz de detectar el polipéptido neuroldgico o acido
nucleico de manera que la presencia del polipéptido neurolégico es confirmada en la muestra. Un agente para
detectar un mensaje de polipéptido neurolégico o ADN es una sonda de &cido nucleico marcado que hibrida
especificamente el ADN gendémico o ARNm diana. Un agente para detectar un polipéptido neuroldgico puede ser un
anticuerpo, preferentemente un anticuerpo con un marcado detectable. Los Ac pueden ser policlonales, o mas
preferentemente, monoclonales. Puede usarse un anticuerpo intacto, o un fragmento (por ejemplo, Fap 0 F(ab’),).

Ensayos de prondstico

[0090] Los procedimientos de diagnostico pueden usarse ademas para identificar a sujetos que tienen, o
estan en riesgo de desarrollar, una enfermedad o trastorno asociados con la expresion o actividad aberrante del
polipéptido neuroldgico, como obesidad o complicaciones relacionadas con la obesidad. Los ensayos de prondstico
pueden usarse para identificar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno. Un
procedimiento para identificar una enfermedad o trastorno asociados con la expresién o actividad aberrante del
polipéptido neurolégico incluiria una muestra de prueba obtenida de un sujeto y la deteccion del polipéptido
neuroldgico o &cido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADN gendmico). Una muestra de prueba es una muestra
biologica obtenida de un sujeto. Por ejemplo, una muestra de prueba puede ser un liquido biolégico (por ejemplo,
suero), una muestra celular o un tejido.

[0091] Los ensayos de prondstico pueden usarse para determinar si a un sujeto se le puede administrar una
modalidad (por ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, polipéptido, péptido, acido nucleico, molécula
pequefia, alimento, etc.) para tratar una enfermedad o trastorno asociados con la expresion o actividad aberrante de
un polipéptido neurolégico. Dichos procedimientos pueden usarse para determinar si un sujeto puede ser tratado
eficazmente con un agente para un trastorno, como enfermedad de Parkinson. Los procedimientos para determinar
si un sujeto puede ser tratado eficazmente con un agente incluyen la obtencion de células madre olfativas de un
paciente y la deteccion de un polipéptido neurolégico o acido nucleico diana (por ejemplo, cuando la presencia del
polipéptido neuroldgico o acido nucleico es diagndstica para un sujeto al que puede administrarsele el agente para
tratar un trastorno asociado con la expresion o actividad aberrante del polipéptido neurol6gico). Las células madre
aisladas pueden ser tratadas con uno o mas factores de diferenciacion antes de someter a ensayo la presencia o
actividad del polipéptido neurolégico o acido nucleico.

[0092] Las lesiones genéticas en un polipéptido neurolégico diana pueden usarse para determinar si un
sujeto esta en riesgo de sufrir un trastorno, como enfermedad de Parkinson. Los procedimientos incluyen la
deteccién, en células madre olfativas (o células diferenciadas que proceden de las células madre olfativas) del
sujeto, de la presencia o ausencia de una lesion genética caracterizada por una alteracién que afecta a la integridad
de un gen que codifica el polipéptido neuroldgico diana polipéptido o la expresion defectuosa del polipéptido diana.

F. Cultivos y kits para probar compuestos farmacéuticos

[0093] La célula madre de la presente invencion puede obtenerse a partir de donantes con trastornos
neurodegenerativos singulares, como trastorno bipolar, esclerosis multiple o esclerosis lateral amiotréfica. Una célula
madre de NeO puede aislarse a partir de un donante, incluyendo un cadaver, o de un donante con un trastorno
neurodegenerativo singular. Las células madre neurolégicas del donante pueden mantenerse en cultivo, y puede dar
lugar a una poblacion de células diferenciadas o no diferenciadas que serian Utiles en la prueba y el desarrollo de
compuestos farmacéuticos como tratamientos para cualquier enfermedad o para la enfermedad especial del
donante. Estas células pueden incluirse en un kit, recipiente, envase o dispensador junto con instrucciones de uso.
Cuando la invencién se comercializa como un kit, las células madre de NeO también pueden congelarse y a
continuacion descongelarse inmediatamente antes de su uso. La congelacion puede permitir el almacenamiento a
largo plazo sin perder la funcién de célula madre.

[0094] Los farmacos candidatos potenciales pueden ponerse en contacto con la célula madre o la progenie
diferenciada y a continuacion puede examinarse la célula en busca de cambios como el aumento o la disminucion de
la expresion de proteinas.

a) Recipientes o vasos
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[0095] Las condiciones estandar de congelacion de células pueden determinarse basandose en el tipo de
célula. Un procedimiento comun es sulféxido de dimetilo (DMSO) al 0,5%-20%, y preferentemente DMSO al 10% y
mas preferentemente DMSO al 5% (o alguna otra sal capaz de inhibir la formacién de cristales de hielo) en suero al
100%, medios celulares o medios celulares sin suero. Las células son minuciosamente recogidas, lavadas,
concentradas a una densidad adecuada (generalmente, una densidad alta), y a continuacion colocadas en viales. A
continuacion, las células se colocan en un recipiente aislado (por ejemplo, una caja de Styrofoam) y se colocan a -
20°C en un congelador durante entre 3 horas y una semana, o incluso mas, cuando es necesario 0 conveniente. A
continuacion, las células son transferidas a nitrégeno liquido para su almacenamiento permanente. Las células
pueden expedirse en hielo seco.

[0096] Para reiniciar el cultivo, por lo general las células son descongeladas rapidamente y se colocan
inmediatamente en medios de cultivo precalentados.

b) Materiales didacticos

[0097] Los kits pueden suministrarse también con materiales didacticos. Las instrucciones pueden imprimirse
en papel u otro sustrato, y/o pueden suministrarse como un medio legible por medios electrénicos, como un disco
flexible, CD-ROM, DVD-ROM, disco Zip, cinta de video, cinta de audio, etc. Las instrucciones detalladas pueden no
estar asociadas fisicamente con el kit; en su lugar, es posible dirigir a un usuario a una pagina web de internet
especificada por el fabricante o el distribuidor del kit, o suministrarse en forma de correo electrénico.

EJEMPLOS
A. Cultivos celulares primarios de cadaveres humanos

[0098] Se empled un enfoque de rinotomia lateral para extraer de la mucosa olfativa los tejidos subyacentes
de cadaveres de 4 a 18 horas post-mértem. A continuacién se recogio el tejido en una solucién fria de tripsina al
0,05% en solucion salina equilibrada de Hank libre de ca* y Mgz+ (HBSS; GIBCO, Grand Island, NY). EI NeO se
extrajo de sus tejidos de soporte por microdiseccion en HBSS en frio, se troced en piezas de 1 mm?, y se lavo
repetidamente con varios cambios de HBSS nueva. Después de una nueva suspension en HBSS que contenia
tripsina al 0,05% seguido por 4 lavados con desoxirribonucleasa al 0,01% en HBSS libre de ca” y Mgz+, las células
se incubaron durante 90 minutos a 37°C con suave burbujeo de O, para permitir la disociacion. Se centrifugo el
tejido y las células individuales; se disperso el sedimento por trituracién a través de una pipeta de Pasteur pulida al
fuego y se volvié a suspender en medio de crecimiento que consistia en DMEM y F12 (1:1) y suero fetal bovino
(FBS) inactivado por calor al 10% (todos los componentes de los medios proceden de GIBCO, Grand Island, NY). Se
sembraron las células en placas de plastico recubiertas con laminina-fibronectina, se incubaron en una atmdsfera de
CO; al 5% en aire, y se nutrieron cada 3-4 dias.

B. Subcultivos para inmunofluorescencia

[0099] Se sembraron células en una concentracion de 4 x 10* células/pocillo en cubreobjetos no recubiertos
prelavados de 22 mm de didmetro en medio epitelial olfativo (OEM) que consiste en Medio Esencial Minimo al 90%
con sales de Hanks con L-glutamina, FBS al 10% y 1 ml de 10 mg/dl de gentamicina y se incubé durante un minimo
de 2 dias a 37°C en una atmésfera de CO; al 5% humidificado en aire para permitir la fijacion antes de la
inmunolocalizacion.

C. Localizaciéon inmunofluorescente

[0100] Se aclararon los cultivos con tampon citoesquelético (CB): MES (acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico),
1,95 mg/ml; NacCl, 8,76 mg/ml; EGTA 5 mM; MgCl, 5 mM; glucosa, 0,9 mg/ml, pH 6,1) y se fij6 durante 10 min a
temperatura ambiente con paraformaldehido al 3% en CB. Se permeabilizaron las células con Triton X-100 al 0,2%
(SIGMA, St. Louis, MO) o acetona en frio (preferentemente a aproximadamente 4°C), durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Los sitios de unién no especificos se bloquearon durante un tratamiento de 1 hora con
albumina de suero bovino (BSA) al 1% en Solucién Salina Tamponada con Tris (TBS): Tris, 2,42 mg/ml; NacCl, 8,9
mg/ml; EGTA 2 mM; MgCl, 2 mM; pH 7,5. Para facilitar la identificacion de células no reactivas, se uso6 diclorhidrato
de 4'6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI): 1:500; 2 mg/ml (Molecular Probes, Eugene, OR) para tincién en vivo de ADN
en cada célula, después de lo cual se incubaron las células durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios enumerados en la Tabla 1.

[0101] Después de un lavado extenso con TBS, se incubaron las células en el cubreobjetos durante 1 hora a

37°C con los siguientes anticuerpos secundarios: anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de ratdn conjugada con
fluoresceina, anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo conjugada con fluoresceina, anticuerpo de cabra
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dirigido contra 1gG de raton conjugada con rojo de Texas, anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo
conjugada con rojo de Texas (todas diluidas a 1:40, FITC de Cappel, West Chester, PA; Rojo de Texas de Molecular
Probes, Eugene, OR). Los procedimientos inmunohistoquimicos se establecieron en el laboratorio de los autores.
Los controles (por omision) de solo anticuerpos preabsorbidos y secundarios aseguraron la especificidad de la
reaccion. Se usO la linea celular de feocromocitoma que responde a NGF de rata (PC12; American Type Tissue
Culture Collection; Manassas, OH) como control positivo para el receptor de baja afinidad p75NGFr y los anticuerpos
Trk. Como control negativo se usé la linea de fibroblastos 3T3. Los cubreobjetos se montaron con Mowiol 4-88
(HOECHST CELANESE, Sommerville, NJ) y se observaron con ¢ptica de fluorescencia usando el microscopio
confocal Leica 4d equipado con laseres UV y de argon/cripton. Para facilitar la comparacion directa de los
tratamientos, todos los voltajes de los fotomultiplicadores se mantuvieron constantes durante los experimentos
individuales. Las imagenes confocales que representaban secciones épticas de 1 um se digitalizaron a 1.024 x 1.024
pixeles y se presentaron como proyecciones de densidad maxima.

D. Microscopia electrénica

[0102] Se lavaron secciones de tejido con tampén de cacodilato de pH 7,4, se fijaron durante 1, hora en
glutaraldehido al 2.5% en tampén de cacodilato 0,1 M, se posfijaron durante 30 minutos en tetréxido de osmio al 1%
en tampoén de cacodilato, se deshidrataron a través de una serie graduada de etanoles seguido por oxido de
propileno y se integraron en LX-112 (ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES, Ft. Washington, PA). Se recortaron
los bloques y se cortaron secciones gruesas y finas y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo antes del
examen en una microscopia electrénica de transmision Philips CM10 o CM12.

E. AMPc

[0103] Un andlisis de los efectos de AMPc en subcultivos de neuroesferas mejora la comprensién de lo que
podrian suponer los agentes troficos. Se sembraron cultivos celulares en densidades idénticas (4 x 10*
células/pocillo) y se mantuvieron en medio epitelial olfativo (OEM; Medio Esencial Minimo al 90% con sales de
Hanks con L-glutamina, FBS al 10% y 1 ml de 10 mg/dl de gentamicina) durante 72 horas y en OEM suplementado
con dibutirilF-AMPc 2,5 mM. Se procesaron cultivos para inmunofluorescencia usando anticuerpos frente a actina,
isotipo Il de la B-tubulina y a-internexina. En un plazo de 24 horas de adicion de AMPc a los cultivos, se observaron
menos figuras mitéticas por campo y tuvo lugar formacion de protuberancias. La AMPc redujo la division celular y
aumento la formacion de protuberancias. La restriccion y diferenciacion de linaje producida por exposicion de 24
horas a dibutiril-AMPc muestra que algunas células formadoras de neuroesferas de NeO conservan la capacidad de
formar neuroblastos.

F. Ensayo con MTT

[0104] Se us6 un ensayo comercial (SIGMA, St. Louis, MO) para evaluar la viabilidad celular valorando la
reduccion de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) por deshidrogenasa mitocondrial
presente en células viables. Un aumento en el valor de MTT se correspondia con un aumento en el nimero de
células. Las células se sembraron en una densidad de 1 x 10° células/pocillo. Después de la incubacién a 37°C
durante 24 horas, se afiadié MTT igual al 10% del volumen de cultivo a cada pocillo. Se incubaron las placas a 37°C
durante 4 horas méas y se procesaron siguiendo las instrucciones del fabricante. El ensayo con MTT de viabilidad
celular se us6 para determinar si la viabilidad se mantenia constante a través de varios pasos. No se detectaron
diferencias significativas (la significacion se establecié en P < 0,05 usando ANOVA).

G. Resultados

[0105] El NeO recogido 4-18 horas post-mortem mostré un alto nivel de integridad ultraestructural. Se
observaron vesiculas olfativas (VO) con cinocilios no moviles intactos. Las células adyacentes con cilios méviles
(9+2) se empaquetaron con mitocondrias apicales y formaron uniones densas con las NRO, lo que refleja su origen
epitelial comun. Dentro de la primera semana de cultivo, la mayoria de las células viables se fijaron a la superficie y
adoptaron formas bipolares, fusiformes, estrelladas o esféricas. La poblacion heterogénea incluia NRO, CEO,
células de soporte epiteliales, fibroblastos y células pluripotentes. La presencia de cuatro tipos de células especificos
se confirmé mediante inmunolocalizacion de antigenos especificos del linaje y por analisis ultraestructural. Las NRO
se identificaron por sus neurofilamentos y microtibulos compuestos por isotipo Il de la B-tubulina que se extendian
en todas sus protuberancias, asi como la presencia de MAP2ab.

[0106] Las CEO negativas en queratina estaban con frecuencia tan estrechamente asociadas con las NRO
gue en ocasiones sus limites celulares podrian detectarse s6lo por limites de microscopia electrénica. La poblacion
de soporte epitelial consistia en células positivas a queratina de contacto inhibido y altamente aplanadas que
formaban nidos de monocapas.
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[0107] Las NRO y las CEO se vacuolizaron, retrajeron sus protuberancias y murieron después de la tercera
semana in vitro. En aproximadamente el 5 al 10% de los cultivos, surgié una poblacion de células mitéticamente
activas. Estas células se duplicaban cada dia, eran escasamente adherentes y parecian desarrollarse en
semisuspension. Se les permitid proliferar sin perturbaciones durante 2 semanas adicionales durante las cuales
formaron esferas compuestas por 20 a 80 células aproximadamente (fig. 1). La densidad de siembra inicial no alterd
el tiempo in vitro requerido para la formacién de esferas. Las escasas células no asociadas directamente con una
esfera especifica aparecieron habitualmente por pares. Las esferas se recogieron y se dispersaron mecénicamente
en células individuales, se lavaron repetidamente y se centrifugaron para extraer los residuos celulares. Estos
cultivos se han mantenido durante veinte meses aproximadamente y se han sometido aproximadamente a 200
pasos.

[0108] Se sondearon las células con anticuerpos especificos del linaje después de varios pasos (fig. 2). La
mayoria de las células fueron positivas para uno o mas de los siguientes marcadores neuronales: isotipo Ill de la B-
tubulina, NCAM y MAP2ab (fig. 2). Fue evidente una red microtubular especifica de neuronas compleja incluso en
células mitéticamente activas. Se detectd fluorescencia positiva para NCAM en proyecciones espinosas a lo largo de
las protuberancias de células que adoptaron formas bipolares o multipolares (fig. 2). MAP2ab se localizé en
estructuras de tipo rosquilla y segmentos lineales cortos (fig. 2).

[0109] Aproximadamente el 10% de las células mostraron negatividad para todos los marcadores neuronales
evaluados. Algunas de las células negativas neuronales fueron inmunorreactivas con A2B5 (AcM que se hizo
reaccionar con un componente FITC), un anticuerpo frente a un gangliésido enriquecido en membranas gliales, y/o
GFAP (AcP que se hizo reaccionar con rojo de Texas) segun se mostré mediante experimentos con doble marcado
(fig. 3a). La mayoria de estas células parecian estar en mitosis. EI material fluorescente era punteado y se distribuyé
en la superficie celular y en el citoplasma pericarial. Ocasionalmente en células extendidas en pocillos, se observo
una alta reactividad a GFAP concentrada dispuesta en una matriz circular perinuclear de fluorescencia globular (fig.
3b). No se encontraron células positivas para RIP 0 nestina. Ademéas las células subcultivadas a partir de
neuroesferas no fueron reactivas ni con un anticuerpo policlonal frente a queratina ni con un anticuerpo monoclonal
frente a citoqueratinas 5/6. Todos los resultados inmunolégicos se mantuvieron similares durante mas de 200 pasos.

[0110] Aproximadamente 24 horas después de la exposicion a dibutiri-AMPc, se observaron menos
neuroesferas mitéticas y tuvo lugar formacion de protuberancias. La adicion de dibutiril-AMPc redujo la division
celular y aumento la formacion de protuberancias. Las fig. 4a y 4c se tomaron con 6ptica Nomarski. Al cabo de 72
horas se formaron células bipolares y multipolares con protuberancias positivas de B-tubulina Il de 40 uM de
longitud (fig. 4). La alfa-internexina, un marcador neuronal que aparece antes de la formacién de neurofilamentos en
neuronas en desarrollo, se localiz6 en una célula portadora de protuberancias ocasionales. En cambio, los cultivos
mantenidos en ausencia del nucledtido o butirato de sodio (5 mM) se mantuvieron altamente mitéticas, tuvieron una
neuritogénesis minima y fueron negativas en cuanto a a-internexina.

[0111] Se uso el ensayo con MTT de viabilidad celular para determinar si la viabilidad se mantenia constante
a través de varios pasos. No se detectaron diferencias significativas (P < 0,05).

[0112] La naturaleza de las células formadoras de neuroesferas se caracterizd6 ademas por la determinacion
de la presencia y la distribuciéon de una familia de cinasas receptoras de neurotrofina (Trk A, B, C y pan). La mayoria
de las células fueron reactivas para Trk A y B, pero negativas para Trk C. Trk A se restringid a una pequefia
poblacién de células basales hasta su aceleracion por bulbectomia. Trk B estd ampliamente distribuida en neuronas
inmaduras y se hace méas abundante cuando las neuronas maduran después de la innervacion diana. Trk C esta
presente solo en NRO altamente diferenciadas. Ocasionalmente, se observaron células que eran positivas
exclusivamente para Trk A o B, mientras que una poblacién mas pequefia se mantuvo inmunonegativa para todas
las Trk, incluyendo un anticuerpo monoclonal que reconocia las tres. Trk A tenia la inmunorreactividad mas intensa.
En condiciones de bajo suero (< 2%), la inmunorreactividad de Trk A tuvo lugar en placas que en algunas células se
agregaron para formar capsulas polares (fig. 5). En cambio, la inmunorreactividad de Trk B punteadas se distribuy6
por toda la superficie y se extendid a las regiones distales de las protuberancias (fig. 5). La poblaciéon formadora de
neuroesferas fue sondeada ademas con anticuerpo en cuanto al receptor NGF de baja afinidad humana p75"¢"" (fi%.
5). No se observaron células positivas. EI doble marcado mostré la ausencia de inmunorreactividad de p75"°""
incluso en las células positivas Trk A (fig. 5). Los fibroblastos 3T3 sirvieron como un control negativo para Trk A.

[0113] Ademas, aunque el fenotipo por omisién de la célula madre olfativa humana es normalmente neuronal,
las células también mostraron ocasionalmente expresion glial y epitelial. Se sabe que las células B104 (BCM)
promueven oligoprogenitores y producen "oligoesferas” (V. Avellana-Adalid, y col., 1996), en células no humanas (es
decir, se ha mostrado que tienen esta propiedad en ratones) y, por tanto, se afiadié a los medios de cultivo de
neuroesferas de NeO. La exposicion a BCM dio como resultado una formacién de tipo oligoesferas en un plazo de
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72 horas y el efecto dependia de la dosis. Las células eran de tipo oligoesferas porque mostraron un nivel
incrementado de células inmunopositivas para A2B5, un marcador glial y de oligodendrocitos.

J. Ejemplos predictivos
1. Tratamiento de enfermedad de Parkinson

[0114] Inicialmente, se obtiene tejido de NeO del paciente que sufre enfermedad de Parkinson, o de un
donante histocompatible. Preferentemente el donante estd emparentado con el paciente, y méas preferentemente el
donante es un familiar inmediato del paciente. Preferentemente el tejido de NeO se obtiene a través de una biopsia
endoscopica.

[0115] A continuacion se desarrolla el tejido de NeO en cultivo y se aislan neuroesferas a partir del cultivo.
Opcionalmente, puede afiadirse dibutirilF-AMPCc, varios sustratos y factores de crecimiento neurotroficos para iniciar la
diferenciacion de las células de neuroesferas.

[0116] A continuacion, pueden trasplantarse las células, por ejemplo, inyectandolas en la sustancia negra del
encéfalo. Una vez que las neuronas estan presentes en el encéfalo del individuo afectado, produciran dopamina, y
con ello ayudaran a tratar la enfermedad. Una ventaja de este procedimiento es que puede repetirse, cuando se
necesite, y con ello alivia parte del sufrimiento del paciente. Opcionalmente, las células pueden seleccionarse para la
excrecion de dopamina antes del trasplante. Opcionalmente, las células pueden diferenciarse antes del trasplante.

2. Tratamiento de esclerosis multiple

[0117] Inicialmente, se obtiene tejido de NeO del paciente que sufre esclerosis miltiple, o de un donante
histocompatible. Preferentemente el donante esta emparentado con el paciente, y mas preferentemente el donante
es un familiar inmediato del paciente. Preferentemente el tejido de NeO se obtiene a través de una biopsia
endoscopica.

[0118] A continuacion se desarrolla el tejido de NeO en cultivo y se aislan células de tipo oligoesferas a partir
del cultivo. Opcionalmente, puede afiadirse dibutiril-AMPc y factores de crecimiento para iniciar la diferenciacion de
las células de tipo oligoesfera.

[0119] A continuacién pueden trasplantarse las células, por ejemplo, inyectandolas en la médula espinal, el
encéfalo u otra area semejante que tenga una placa de esclerosis. Una vez que las células trasplantadas estan
presentes en el individuo afectado, produciran mielina, y con ello ayudaran a tratar la enfermedad. Una ventaja de
este procedimiento es que puede repetirse, en caso necesario, y con ello aliviar parte del sufrimiento del paciente.
Opcionalmente, pueden seleccionarse células para la produccion de mielina antes del trasplante. Opcionalmente, las
células pueden diferenciarse antes del trasplante.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de aislamiento de células madre de neuroepitelio olfativo humano, que comprende:

el cultivo de tejido humano a partir de neuroepitelio olfativo recogido de un donante vivo adulto como poblacion de
células adherentes para inducir la formacién de una poblaciéon de células en suspension, en el que dicha poblacion
de células en suspension comprende neuroesferas, en el que dicha poblacion de células en suspension comprende
una o0 mas células que son todas inmunorreactivas para la nestina y el isotipo Ill de la beta-tubulina;

la resiembra de dicha poblacion de células en suspensién, en el que dicha resiembra comprende la recogida de
dicha poblacion de células en suspension que comprende neuroesferas, la dispersién de dichas neuroesferas en
células separadas y el cultivo de dichas células separadas; y

la caracterizacion de las células resembradas para confirmar la presencia de células que son inmunorreactivas para
la nestina y el isotipo 1l de la beta-tubulina.

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho donante vivo es un paciente que tiene un
trastorno neurolégico.

3. Un procedimiento de formacion de células diferenciadas, que comprende el aislamiento de una
pluralidad de células por el procedimiento segun la reivindicacion 1; y la puesta en contacto de la pluralidad aislada
de células con un factor de diferenciacion.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 3, que comprende ademas la seleccion de un solo tipo de
célula a partir del cultivo celular.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el factor de diferenciacién es al menos un factor
de crecimiento.

6. El procedimiento segin la reivindicacion 3, en el que el factor de diferenciacion es un sustrato.

7. Uso de una pluralidad de células aisladas por el procedimiento segun la reivindicacion 1, para la
fabricacién de un medicamento para tratar un trastorno neurolégico, en el que la pluralidad de células comprende
células que son inmunorreactivas para la nestina y el isotipo Il de la beta-tubulina.

8. Uso segun la reivindicacion 7, o el procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que el trastorno
neuroldgico se selecciona del grupo que consiste en lesion de la médula espinal, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica y esclerosis mdltiple.

9. Uso de células madre neuroepiteliales olfativas humanas aisladas obtenidas de un individuo afectado
por un trastorno neurolégico, en el que se ha introducido un transgén que codifica al menos un polipéptido util para
tratar el trastorno neuroldgico en las células madre, en el que las células madre se aislaron por el procedimiento
segun la reivindicacion 1 y comprenden células que son inmunorreactivas para la nestina y el isotipo Il de la beta-
tubulina, para la fabricacion de un medicamento para tratar el trastorno neurolégico en dicho individuo.

10. Uso segun la reivindicacién 9, en el que el trastorno neurolégico es uno seleccionado entre el grupo
gue consiste en enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, enfermedad de Parkinson, esclerosis mdltiple, lesion de la
médula espinal y ELA.

11. Uso segun la reivindicacién 9, en el que el transgén es una pluralidad de transgenes.

12. Uso segun la reivindicacion 9, en el que el transgén es un neurotransmisor o un receptor de
neurotransmisor.

13. Células aisladas obtenidas por el procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que las células
aisladas comprenden células que son inmunorreactivas para la nestina y el isotipo Il de la beta-tubulina, para su uso
en el tratamiento de un trastorno neuroldgico.

14. Las células para su uso segun la reivindicacion 13, en el que el trastorno neuroldgico se selecciona del

grupo que consiste en lesién de la médula espinal, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y
esclerosis multiple.
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15. Células madre neuroepiteliales olfativas humanas aisladas obtenidas de un individuo afectado por un
trastorno neuroldgico, en el que las células madre olfativas humanas comprenden células que son inmunorreactivas
para la nestina y el isotipo Il de la beta-tubulina, para su uso en el tratamiento del trastorno neurolégico en dicho
individuo.

16. Las células madre olfativas humanas aisladas para su uso segun la reivindicaciéon 15, en el que el
trastorno neurolégico se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, enfermedad
de Parkinson, esclerosis multiple, lesion de la médula espinal y ELA.

17. Las células madre olfativas humanas aisladas para su uso segun la reivindicacién 15, en el que se ha
introducido un transgén que codifica al menos un polipéptido util para tratar el trastorno neuroldgico en la célula
madre.

18. Las células madre olfativas humanas aisladas para su uso segun la reivindicacion 17, en el que el
transgén es una pluralidad de transgenes.

19. Las células madre olfativas humanas aisladas para su uso segun la reivindicacion 17, en el que el
transgén es un neurotransmisor o un receptor de neurotransmisor.
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