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@Resumen:

Modelo in vitro de degeneracion del sistema nervioso
central y método de obtencién del mismo.

La presente invencion se refiere a un método para la
obtencion de un modelo in vitro en tres dimensiones
de degeneracién del sistema nervioso central (SNC).
Ademas, la presente invencion se refiere a un modelo
in vitro en tres dimensiones de degeneracién del SNC
obtenible mediante dicho método y al uso de dicho
modelo para el estudio de la hidrocefalia. Por dltimo,
la presente invencidn se refiere a un método de
busqueda de farmacos neuroprotectores que
comprende el cultivo de dicho modelo in vitro en tres
dimensiones de degeneracién del SNC.
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DESCRIPCION
Modelo in vitro de degeneracion del sistema nervioso central y método de obtencién del mismo

La presente invencion se refiere a un método para la obtenciéon de un modelo in vitro de degeneracion del sistema
nervioso central (SNC), al modelo obtenible por dicho método, a su uso para el estudio de la hidrocefalia y a un
método de busqueda de farmacos neuroprotectores que comprende el cultivo de dicho modelo. Por tanto, la
invencién se podria encuadrar en el campo de la Biotecnologia.

ESTADO DE LA TECNICA

La formacion de una cicatriz glial por astrocitos reactivos, supone uno de los principales impedimentos en la
regeneracion del SNC. El papel de los astrocitos en las lesiones y en la neurodegeneracion esta cuestionado hoy en
dia. Los astrocitos se activan en las lesiones y reclutan a otros para formar la cicatriz glial. Dicha cicatriz glial
bloquea la regeneraciéon neuronal y la revascularizacion, interfiriendo por tanto con la recuperacion de la region
dafiada. Por tanto, existe un debate sobre si la reaccion astrocitaria tiene un papel beneficioso o perjudicial
(Sofroniew 2005 Neuroscientist. 11:400-7). La reaccion astrocitaria puede tener efectos beneficiosos en las fases
agudas de los traumas, donde limitaria las respuestas inflamatorias. Es por tanto necesario estudiar mas a fondo
dicha respuesta astrocitaria.

Por un lado, los modelos animales constituyen herramientas esenciales para el estudio de los dafios moleculares y
celulares y la neurodegeneracion en el SNC. No obstante, son con frecuencia demasiado complejos para el
aislamiento y control de variables especificas. Aunque reflejan bastante bien la realidad de las enfermedades, en
comparacioén con los modelos in vitro, los modelos animales son mas costosos y requieren mas trabajo y tiempo.

Por otro lado, los estudios in vitro permiten evaluar los efectos terapéuticos sobre las células aisladas de su contexto
habitual y de sus interacciones, lo cual aleja el modelo de la realidad y lo hace menos eficaz. En el caso de las
reacciones astrocitarias, se emplean modelos en dos dimensiones (2D) en los que se induce a los astrocitos a
formar una especie de cicatriz en la placa de cultivo (Yu et al 1993 J Neurosci Res, 34:295-303), o se los cultiva
sobre membranas (McKeon et al 1991 J Neurosci. 11(11):3398-411,), o alrededor de microelectrodos (Polikov 2006
Biomaterials. 27(31):5368-76), entre otros. No obstante, en muchos modelos 2D los astrocitos se encuentran
altamente reactivos, por lo que no son utiles para monitorizar la activacion astrocitaria que ocurre en las
enfermedades o dafios del SNC.

Por tanto, mantener los astrocitos inactivos para después activarlos ha sido uno de los requerimientos que se han
buscado a la hora de disefiar modelos. Una de las estrategias seguidas para solventar este requerimiento ha
consistido en cultivar los astrocitos en monocapa confluente y someterlos a un dafio mecanico que provoque una
discontinuidad y, de esa forma, inducir que se activen (Lanosa y Colombo 2007 In Vitro Cell Dev Biol Anim 43:186-
95). También se han disefiado modelos tridimensionales (3D) para poder investigar el comportamiento astrocitario
en un estado fisiolégico mas relevante en su interrelacion y con el entorno (East et al 2009 J Tissue Eng Regen Med,
3:634-46).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la obtenciéon de un modelo in vitro en tres
dimensiones (3D) de degeneracion del SNC.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracion
del SNC obtenible mediante el método del primer aspecto de la presente invencion.

En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere al uso del modelo del segundo aspecto de la invencion para el
estudio de la hidrocefalia.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a un método de busqueda de farmacos neuroprotectores que
comprende el cultivo del modelo del segundo aspecto de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han disefiado un modelo in vitro a partir de explantes de paredes ventriculares.
Este modelo emula una neurodegeneracion periventricular como ocurre en la hidrocefalia congénita, donde
interviene una reaccion astrocitaria. Al tratarse de un modelo in vitro en tres dimensiones (3D), aporta las ventajas
de poder estudiarlo de una forma controlada y manteniendo las interacciones celulares entre neuronas, glia,
ependimocitos, células endoteliales, etc.
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El modelo de la presente invencion combina las ventajas de los modelos animales y de los modelos in vitro, y
permite el estudio in vitro del tejido en el que diferentes tipos de células interactian. Los cultivos de explantes
ofrecen una disposicion 3D, asi como la posibilidad de mantener las interacciones celulares.

En el estudio de nichos neurogénicos se emplean explantes de la regidn ventricular que cubre el estriado. Esos
estudios se han llevado a cabo colocando los explantes sobre una matriz a partir de membrana basal (Matrigel),
mediante la cual se ensayan factores de crecimiento, sobre matrices de fibronectina y sobre colageno.

La presente invencion representa un modelo donde aparecen fendmenos neurodegenerativos neuronales y de la
mielina asociados con reacciones astrocitarias y microgliales. La presente invencion permite estudiar los efectos de
distintos procedimientos terapéuticos sobre las reacciones neurodegenerativas que incluyan reacciones
astrocitarias.

El modelo de la presente invencion es util para el estudio terapéutico de la hidrocefalia congénita, pero ademas
puede ser util para otras enfermedades neurodegenerativas y dafos al SNC. Ademas, permite evaluar la capacidad
neurorregenerativa de los nichos neurogénicos que contienen células madre.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la obtenciéon de un modelo in vitro en tres
dimensiones de degeneracion del SNC que comprende las siguientes etapas:

(a) la obtencién de al menos un explante de tejido periventricular a partir de al menos una muestra aislada; y

(b) el cultivo del explante obtenido en la etapa (a).

En la presente descripcion, el término “degeneracion” se refiere a la pérdida progresiva de la estructura o la funcién
del sistema nervioso.

En la presente descripcion, el término “explante” se refiere a una porcion de tejido procedente de un sujeto. El tejido
en este caso es tejido del SNC, mas particularmente es tejido periventricular. En la presente descripcion, el término
“periventricular” se refiere a que rodea o circunda los ventriculos cerebrales. Dichos ventriculos son los dos
ventriculos laterales, el tercer y el cuarto ventriculo, y son estructuras que contienen liquido cefalorraquideo.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la degeneracion del SNC comprende una
neurodegeneracion periventricular. Preferiblemente, la degeneracién periventricular comprende una reaccion
astrocitaria. En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la degeneracion del SNC comprende la
formacién de una cicatriz glial.

En la presente descripcion, el término “reaccion astrocitaria” se refiere a la reaccion de las células del SNC
denominadas astrocitos, también conocida como astrogliosis. Los astrocitos son células que reaccionan ante
lesiones, ya sean fisicas o quimicas, al SNC. Dicha reacciéon ha sido ampliamente estudiada y caracterizada y es
conocida por el experto en la materia. El término “cicatriz glial” se refiere a la estructura celular que se forma como
consecuencia de la reaccion astrocitaria.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el explante periventricular es de los ventriculos
laterales.

Los cuernos anteriores de los ventriculos laterales estan separados por el septum, que va desde el cuerpo calloso
hasta el férnix. Lateralmente hacia fuera, los ventriculos laterales estan limitados por el estriado. En una realizacion
preferida del primer aspecto de la invencion, el explante comprende la pared ventricular que cubre el septum o la
pared ventricular que cubre el estriado. Preferiblemente, el explante comprende la pared ventricular que cubre el
estriado.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la muestra aislada de la etapa (b) procede de un
sujeto control o de un sujeto con hidrocefalia.

En la presente descripcion, el término “sujeto control” se refiere a un sujeto sano o al menos sin ninguna enfermedad
o lesién del SNC. La hidrocefalia es un trastorno cuya principal caracteristica es la acumulacién excesiva de liquido
cefalorraquideo en el cerebro. La acumulaciéon excesiva de liquido cefalorraquideo tiene como consecuencia una
dilatacion anormal de los ventriculos, que ocasiona una presion potencialmente perjudicial en los tejidos del cerebro.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, la muestra aislada de la etapa (b) procede de un
sujeto control.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el sujeto es un roedor. Preferiblemente, el roedor es
un raton. Mas preferiblemente, el ratén es un raton mutante de la cepa hyh.

La cepa hyh, cuyo nombre deriva del inglés “Hydrocephalus with hop gait’ proviene de la cepa C57BL/10J y tiene
una mutacion letal recesiva localizada en el final del cromosoma 7, cerca del locus Gpi-1. Este mutante homocigoético
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se caracteriza clinicamente por tener la cabeza abovedada y caminar a pequefios saltos desde las dos semanas de
edad, y por tener una esperanza de vida de entre 4 y 10 semanas. Ademas, estos ratones tienen los ventriculos
laterales dilatados y un gran quiste en el tercer ventriculo, ademas de no tener comunicacion con el cuarto ventriculo
y de presentar una grave malformacion cortical.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, el explante tiene entre 0,5 y 1,5 mm de grosor.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, el explante tiene un tamafio de entre 3.000 y 5.000
micrometros cuadrados de superficie y 500 micrémetros de grosor. Preferiblemente, el explante tiene un tamario de
4.000 micrémetros cuadrados de superficie.

Un explante puede cultivarse adherido a un sustrato o embebido en una matriz, o puede cultivarse también sin
adherirse a ningun sustrato, de manera que el explante se cultiva en flotacion en el medio de cultivo. En una
realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, el cultivo de la etapa (b) se lleva a cabo en flotacion.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el cultivo de la etapa (b) se lleva a cabo en ausencia
de un recubrimiento o una matriz. Para la supervivencia de las células del explante o para otros efectos, como por
ejemplo estudios de proliferacion, diferenciacion y/o migraciéon celular, un explante puede cultivarse sobre una
superficie de cultivo previamente recubierta. Para dicho recubrimiento se suelen emplear proteinas de la matriz
extracelular, como por ejemplo colageno, fibronectina o laminina, o polimeros de aminoacidos tales como polilisina o
poliornitina. Ademas, un explante puede cultivarse embebido en una matriz. Sin embargo, el modelo de la presente
invencion se obtiene preferiblemente cultivando el explante en ausencia de recubrimiento o matriz.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el cultivo de la etapa (b) se lleva a cabo en un medio
de cultivo que comprende Neurobasal y el suplemento B27. La composicién del medio de cultivo Neurobasal y del
suplemento B27 es conocida puesto que se ha descrito en Price y Brewer, 2001, Protocols for Neural Cell Culture,
Humana Press Inc, capitulo 19, paginas 255-264.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracion
del SNC obtenible mediante el método del primer aspecto de la invencion.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencién, el modelo comprende al menos dos explantes.
Preferiblemente, un explante procede de una muestra aislada de un sujeto control y otro explante procede de una
muestra aislada de un sujeto con hidrocefalia. Preferiblemente, un explante comprende la pared ventricular que
cubre el septum y otro explante comprende la pared ventricular que cubre el estriado.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere al uso del modelo del segundo aspecto de la invencion para el
estudio de la degeneracién del SNC, y preferiblemente de la hidrocefalia.

Un cuatro aspecto de la presente invencién se refiere a un método de busqueda de farmacos neuroprotectores que
comprende las siguientes etapas:
(a) el cultivo de un modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracion del SNC segun el segundo aspecto
de la invencion;
(b) la adicién de un compuesto a ensayar o una mezcla de compuestos activos al modelo de la etapa (a); y
(c) el estudio del efecto de la adicion del compuesto a ensayar o la mezcla de compuestos de la etapa (b)
en el modelo de la etapa (a).

En una realizacion preferida, el método de busqueda de farmacos neuroprotectores del cuarto aspecto de la
invencién se emplea para la busqueda de farmacos utiles para el tratamiento de la hidrocefalia.

En la presente descripcion, el término “neuroprotector” se refiere a farmacos capaces de potenciar la supervivencia
celular del SNC, particularmente la supervivencia neuronal, o capaces de impedir la degeneracion o la muerte de las
células del SNC, especialmente de las neuronas.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencién, en la etapa (c) se estudia al menos uno de los
parametros de la lista que comprende: viabilidad celular, la reactividad glial, la reaccién inflamatoria, la morfologia
celular, la fisiologia celular. Estos pardmetros pueden analizarse mediante cualquiera de los métodos del estado de
la técnica descritos para ello, ya sea mediante analisis histolégico, citolégico, molecular y/o bioquimico.

En otra realizacion preferida, el compuesto a testar se afiade en distintas concentraciones. Esto permite observar la
variacion del efecto, si existe, segun varian las concentraciones del compuesto.

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

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Seccion de 10 micrometros de grosor en parafina de un explante de la pared del estriado de un raton normal
tefiido con hematoxilina-eosina. Se aprecia una zona correspondiente a la superficie ventricular y que contiene
epéndimo. En las zonas de los cortes y en el parénquima nervioso se produce una reaccion astrocitaria (flechas),
cuyas ceélulas se disponen a cubrir las superficies de corte del explante y otras sin epéndimo. Las cabezas de
flechas indican degeneraciones en el parénquima nervioso.

FIG. 2. Detalle de una seccion de un explante de un ratén normal con inmunotincién contra la proteina GFAP
presente en los astrocitos reactivos. Los astrocitos se encuentran cubriendo una superficie del explante carente de
epéndimo.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de
manifiesto la eficacia del método de obtencion del modelo del primer aspecto de la invencién asi como del propio
modelo.

Ejemplo 1: Obtencion del modelo.

Se obtienen explantes de dos regiones diferentes de los ventriculos laterales del raton joven (20 dias de edad). Una
de ellas es la que cubre el estriado y donde se encuentran los nichos neurogénicos con células madres nerviosas.
La otra es la que cubre caudalmente el septum en el ventriculo lateral, pues alli no existen nichos neurogénicos.
Para ello, en condiciones de esterilidad, se extraen los encéfalos y se obtienen lonchas transversales (1 mm de
grosor) de las regiones telencefalicas que se emplearan para obtener explantes de la pared ventricular. Los
explantes, de un tamafio aproximado de 4.000 micrometros de superficie y 500 micrometros de grosor, se mantienen
en un medio de cultivo definido consistente en Neurobasal suplementado con B27 y HEPES. Este medio basico es
el utilizado normalmente para cultivo de neuroblastos en placas multipocillo de 6 pocillos con 3 ml de medio en cada
uno de ellos.

Tras 4-7 dias en condiciones de cultivo (37° C y 5% CO>), los explantes se fijan en metanol a -80°C y se incluyen el
parafina de bajo punto de fusién (40°C) , con el objeto de obtener secciones de 10 micrémetros de grosor para su
procesamiento (inmunocitoquimica, inmunofluorescencia, hibridacion in situ).

Los explantes se obtienen a partir ratones jévenes de entre 20 y 30 dias de edad, normales y mutantes hyh, que
desarrollan hidrocefalia congénita. En el caso de los explantes de animales normales, aparece una reaccion
astrocitaria periventricular que emula la que tiene lugar en la hidrocefalia. En los explantes de animales hyh se
afiade una nueva reaccién a la preexistente. En ambos tipos de animales se emplean explantes de diferentes
regiones, en concreto de la pared ventricular que cubre el estriado y de la pared ventricular que cubre el septum.

En la pared del estriado los explantes contienen células madres nerviosas constituyendo nichos neurogénicos y
gliogénicos. Estos nichos son unos de los pocos lugares exclusivos del SNC donde tiene lugar una neurogénesis
postnatal. Por tanto, el uso de estos explantes es util también para evaluar los efectos de las terapias sobre la
capacidad de originar neuronas y oligodendrocitos.

Ademas, este modelo permite estudiar histolégicamente las diferentes reacciones celulares con técnicas
inmunohistolégicas y de hibridacion in situ. El tipo de procesamiento permite tener una alta calidad antigénica
necesaria para las técnicas inmunohistolégicas, que es uno de los obstaculos principales que aparecen en otros
tipos de procedimientos.

El modelo de la presente invencién permite:

- comparar regiones con nichos con células madres y sin nichos.

- comparar explantes de animales normales con hidrocefalicos, ya que en los animales normales existe una reaccion
astrocitaria que emula a la que tiene lugar en los hidrocefalicos.

- ensayar in vitro terapias celulares y farmacolégicas en los fendmenos neurodegenerativos y lesivos del SNC donde
estén implicadas células astrogliales, microgliales y respuestas inflamatorias.

Los explantes no se colocan sobre ninguna matriz, sino flotando en el medio. En esta condicién el comportamiento
del explante es diferente a la que tiene lugar sobre matrices. El no usar una matriz aporta las siguientes ventajas:

- menor tiempo de preparacion que precisa el modelo porque no requiere preparar la matriz, lo que aumenta la
viabilidad celular,

- menor coste econémico que precisa el modelo porque no requiere preparar la matriz,
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- al estar en un medio fluido (medio de cultivo) simula mejor la presencia del ventriculo que contiene el liquido
cefalorraquideo,

- el acceso de los farmacos (terapia farmacologica) y células (terapia celular) esta facilitado en un medio liquido
(medio de cultivo).
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para la obtencién de un modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracion del sistema nervioso
central que comprende las siguientes etapas:
(a) la obtencién de al menos un explante de tejido periventricular a partir de al menos una muestra aislada; y
(b) el cultivo del explante obtenido en la etapa (a).

2.- El método segun la reivindicacion 1, donde la degeneracién del sistema nervioso central comprende una
neurodegeneracién periventricular.

3.- El método segun la reivindicacion 2, donde la degeneracién periventricular comprende una reaccion astrocitaria.

4.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la degeneracion del sistema nervioso central
comprende la formacién de una cicatriz glial.

5.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el explante periventricular es de los ventriculos
laterales.

6.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el explante comprende la pared ventricular que
cubre el septum o la pared ventricular que cubre el estriado.

7.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el explante comprende la pared ventricular que
cubre el estriado.

8.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la muestra aislada de la etapa (b) procede de un
sujeto control o de un sujeto con hidrocefalia.

9.- El método segun la reivindicacion 8, donde la muestra aislada de la etapa (b) procede de un sujeto control.
10.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, donde el sujeto es un roedor.

11.- El método segun la reivindicacién 10, donde el roedor es un raton.

12.- El método segun la reivindicacion 11, donde el raton es un ratén mutante de la cepa hyh.

13.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde el explante tiene entre 0,5 y 1,5 mm de
grosor.

14.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde el explante tiene un tamarfo de entre 3.000 y
5.000 micréometros cuadrados de superficie y 500 micrémetros de grosor.

15.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde el cultivo de la etapa (b) se lleva a cabo en
flotacion.

16.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, donde el cultivo de la etapa (b) se lleva a cabo en
ausencia de un recubrimiento o una matriz.

17.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, donde el cultivo de la etapa (b) se lleva a cabo en un
medio de cultivo que comprende Neurobasal y el suplemento B27.

18.- Un modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracion del sistema nervioso central obtenible mediante el
método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.

19.- El modelo segun la reivindicacion 18, caracterizado porque comprende al menos dos explantes.

20.- El modelo segun la reivindicacion 18, caracterizado porque un explante procede de una muestra aislada de un
sujeto control y otro explante procede de una muestra aislada de un sujeto con hidrocefalia.

21.- El modelo segun cualquiera de las reivindicaciones 19 o 20, caracterizado porque un explante comprende la
pared ventricular que cubre el septum y otro explante comprende la pared ventricular que cubre el estriado.

22. Uso del modelo segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21 para el estudio de la hidrocefalia.

23.- Un método de busqueda de farmacos neuroprotectores que comprende las siguientes etapas:
(a) el cultivo de un modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracion del sistema nervioso central seguin
cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21;
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(b) la adiciéon de un compuesto a ensayar o una mezcla de compuestos activos al modelo de la etapa (a); y
(c) el estudio del efecto de la adicion del compuesto a ensayar o la mezcla de compuestos de la etapa (b)
en el modelo de la etapa (a).

24 - El método segun la reivindicacion 23, donde en la etapa (c) se estudia al menos uno de los parametros de la
lista que comprende: viabilidad celular, la reactividad glial, la reaccién inflamatoria, la morfologia celular, la fisiologia
celular.
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

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

Base de la Opinién.-

1-24

1-24

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201230490

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 VICTOROV 1V et al., "A modified roller method for organotypic
brain cultures: free-floatingslices of postnatal rat hippocampus”
BrainRes Brain Res Protoc. (2001), vol. 7, n® 1, pag.30-7, todo el
documento.

D02 RZECZINSKI S et al., "Roller culture of free-floatingretinal slices:
a new system of organotypiccultures of adult rat retina."
Ophthalmic Res. (2006) vol. 8, n°® 5, pag. 263-9, todo el
documento.

D03 HONEGGER P., "Overview of cell and tissue culture techniques."
Current Protocols in Pharmacology (1999) Chapter 12: Unit 12.1,
pag.12.1.1-12.1.12, todo el documento.

Do4 GAHWILER BH et al., "Organotypic slice cultures: a technique
has come of age." Trends Neurosci. (1997) vol. 20, n° 10,

pag. 471-7, todo el documento.

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

El modelo in vitro en tres dimensiones de degeneracién del sistema nervioso central (SNC) se obtiene mediante el cultivo de
un explante de tejido periventricular. En una realizacién preferida el explante comprende la pared ventricular que cubre el
septum o la pared ventricular que cubre el estriado y tiene un tamafio de entre 3.000 y 5.000 micrémetros cuadrados de
superficie y 500 micrometros de grosor; el cultivo se realiza en flotacion en un medio que comprende Neurobasal y
suplemento B27.

El documento D01 describe un nuevo procedimiento para obtener un modelo organotipico a partir de laminas de cerebro de
ratas postnatales que se cultivan en flotacion con una técnica de rodillo modificada.

El documento D02 describe un sistema de cultivo organotipico de retina de rata adulta en el que las laminas de tejido se
cultivan en flotacion en un medio de cultivo adecuado y bajo rotacién continua

El documento D03 describe diferentes técnicas utilizadas para obtener un cultivo organotipico de laminas de tejido del SNC.
Todas las técnicas descritas se basan en el cultivo de laminas de tejido del SNC sobre un sustrato estable, medio de cultivo
apropiado, suficiente oxigenacion y una temperatura de incubacion de aproximadamente 36 °C.

El documento D04 realiza una revision de diversas técnicas de cultivo celular y de tejidos. En la pagina 3 se refiere al cultivo
de explantes. Segin D03 el cultivo de explantes es especialmente apropiado para el tejido nervioso que debido a su
complejidad estructural y funcional resulta mas dificil de reconstituir in vitro. Los explantes se sulen cultivar sobre un sustrato
pero también se pueden mantener como un cultivo organotipico no adherente mediante la aplicacion de una rotacion
continua para mantener el tejido en suspension. Este tipo de explantes en flotaciébn preservan en buena medida su
citoarquitectura y su gross organizacion anatomica celular.

1.- NOVEDAD
Ninguno de los documentos citados en el informe de busqueda internacional describe un modelo in vitro en tres dimensiones
de degeneracion del sistema nervioso central (SNC) obtenido mediante el cultivo de un explante de tejido periventricular. En
consecuencia, en opinion de esta Oficina las reivindicaciones 1-24 cumplen el requisito de novedad establecido en el Art.
6.1 LP 11/1986

2.- ACTIVIDAD INVENTIVA

Los documentos D02-D04 describen el estado de la técnica general relativo a la invencion.

El documento D01 describe un sistema de cultivo organotipico de tejido nervioso en el que las laminas de tejido se cultivan
en flotacion en un medio de cultivo adecuado y bajo rotacion continua.

El documento DO1 se considera el estado de la técnica mas proximo a la invencion. Este documento describe un
procedimiento para obtener un modelo organotipico a partir de laminas de cerebro de ratas postnatales cultivadas en
flotacion. Secciones de 300 a 350-micras de espesor de hipocampo se cultivan durante 13-15 dias a 35,5 grados C en 10-15
ml de medio de cultivo en botellas de 50-100 ml bajo constante rotacion en un mini-rodillo horizontal de alta velocidad (60
rpm).El andlisis histoldgico demuestra una buena supervivencia de las células neuronales y gliales y la preservacion
completa de la organizacién neuronal del hipocampo cultivado con uja minima necrosis central.. Este nuevo protocolo
permite no sélo la supervivencia y el desarrollo a largo plazo de un modelo 3D organotipico de tejido cerebral postnatal sino
que también permite el cultivo simultdneo de cualquier nimero de secciones de cerebro en una botella (hasta 50 e incluso
mas) Y por lo tanto es util para el estudio profundo de lesiones neuronal es de origen neurocitotdxico o hipoxico / isquémico,
y permite el consiguiente analisis histoldgico, inmunocitoquimico, bioquimico, y molecular.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201230490

El documento D01 describe la tecnologia necesaria para obtener un modelo 3D organotipico a partir de laminas de cerebro
de ratas postnatales cultivadas en flotacion. No existen diferencias técnicas fundamentales entre el procedimiento
reivindicado en la presente solicitud internacional y el procedimiento descrito en DO1. En este sentido, se puede considerar
gue un experto en la materia que aplicara la técnica descrita en DO1 sobre los explantes de tejido periventricular obtendria
con unas expectativas razonables de éxito el modelo 3D reivindicado. Por tanto, en opinion de esta Oficina, las
reivindicaciones 1-24 no cumplen el requisito de actividad inventiva estipulado en el Art. 8.1 LP 11/1986
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