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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para administrar células madre

La presente solicitud reivindica la prioridad del documento de EE.UU. n° de serie 60/374.929, presentado el 23 de
abril de 2002.

A lo largo de la presente memoria descriptiva se citan diversas referencias.
Antecedentes de la invencion

La era de la plasticidad comenz6 con la publicaciéon de un manuscrito titulado "Turning brain into blood: a
hematopoietic fate adopted by adult neural stem cells in vivo" por Bjornson y colegas (1). Impulsaban una hipotesis
basada en observaciones realizadas por Valtz et al., que demostraron la capacidad de una sola célula
neuroectodérmica (de la linea celular de cerebelo de rata ST15A) para formar células neuronales, gliales y
musculares (2). Desde entonces, se ha publicado una enorme cantidad de articulos sobre plasticidad.

Inicialmente, aparecieron informes sobre células musculares que daban lugar a hematopoyesis (3) y después una
variedad de informes sobre células de origen medular que daban lugar a musculo (4-6), hepatocitos (7-9) y miocitos
cardiacos (10,11). Esto apuntaba a que la plasticidad jerarquica es la norma y que el microentorno local determina la
eleccion de las rutas de diferenciacion.

Aunque la mayoria de estos estudios se han realizado con poblaciones de células completas, en varios disefios
experimentales se han usado células madre hematopoyéticas de médula altamente purificadas, lo que demuestra
que los hepatocitos y los miocitos cardiacos podrian surgir de estas células. Sin embargo, aun en este caso, los
resultados no resolvian la cuestion de si las células de repoblacion eran células con potencial tanto hematopoyético
como no hematopoyeético o si coexistian células madre de linaje definido distintas en la poblacion purificada obtenida
de forma experimental. El trabajo de Verfaille y colegas proporciona respaldo al concepto de que en la médula
residen varios tipos de células madre. En sus estudios in vitro, descubrieron una clase de células madre que pueden
dar lugar a células neuronales, mesenquimales, musculares y adipocitos, pero no a linajes hematopoyéticos. La
cuestion del origen solo se puede responder con estudios de poblaciones clonales. Se ha informado de un estudio
de este tipo, con el uso de técnicas de dilucion limitante, e indica el origen clonal de muchos tipos de células no
hematopoyéticas provenientes de células madre hematopoyéticas de médula (12).

Otro problema sin resolver es si el potencial hematopoyético demostrado en tejido no hematopoyético surgia de
células madre de tejido no hematopoyético o de células madre hematopoyéticas, que coexistian en el tejido no
hematopoyético. Los informes iniciales sobre células musculares que generan hematopoyesis implicaban que las
células madre musculares eran responsables. Sin embargo, el reciente trabajo de Kawada y Ogawa (13) indica que
estos informes iniciales simplemente demuestran la existencia de células madre hematopoyéticas, que se sabe que
circulan en la sangre, dentro del tejido muscular. Ese estudio demuestra que después de la reconstitucion de ratones
irradiados con células de médula 6sea marcadas genéticamente, todas las células del tejido muscular que tenian
progenie hematopoyética reconstituida provenian del donante.

Las observaciones in vivo de plasticidad de células madre se han extendido a células humanas. Almeida-Porada y
colaboradores (14), con el uso de un modelo de injerto de oveja fetal preinmunitario permisivo, han demostrado que
las células cerebrales humanas fetales no purificadas (células de "neuroesfera") pueden dar lugar a células
hematopoyéticas, hepaticas, renales e intestinales. Estos datos indican claramente que los diferentes tejidos
albergan células con potencial de linaje para muchos otros tejidos, y que la médula es una fuente particularmente
abundante estas células. Indican ademas la importancia capital de los microentornos especificos y sus sefiales de
diferenciacion asociadas. Desafortunadamente, no establecen aun si existe una auténtica plasticidad jerarquica o si
coexisten varias células madre en diversos tejidos.

Evidentemente, este modelo puede funcionar para muchos otros tejidos, independientemente de si tienen un tnico
tipo de células madre o varios. Cuando las células madre migran o se inyectan en un tejido, la diferenciacion la
determinaria el entorno local. Asi, el tejido cardiaco podria albergar, al menos de forma temporal, todo tipo de
células madres, pero solo se diferenciarian y producirian células cardiacas las células madre de tipo cardiaco. De
forma alternativa, puede estar implicada una célula madre de potencial abierto y entonces el destino de su
diferenciacion se determinaria por sefales inductoras suministradas por el entorno local.

Existe otra posibilidad curiosa, que es que la médula podria ser en realidad el tejido suministrador para todas las
demas poblaciones de células madre locales. En esta situacion, las células madre con potencial general circulan
continuamente y estas células circulantes seria la fuente de células madre locales en el intestino, la piel, el higado o
el cerebro. Por tanto, la médula seria la fuente Ultima de todas las células madre y suministraria al tejido células
madre. Esto seguiria siendo coherente con el hecho de que haya una célula madre de médula con potencial plastico
total o muchas células madre individuales con potenciales de linaje especifico.

A pesar de los mecanismos de biologia de células madre que se estan estudiando, existe la necesidad de
proporcionar una tecnologia que permita la administracion y la fijacion de células madre a tejidos diana en particular.
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Actualmente, sin embargo, todavia no se ha desarrollado adecuadamente esta tecnologia.

Maletz et al en Int. J, Cancer 93, 409-146 (2001) describe anticuerpos monocatenarios biespecificos como
herramientas eficaces para eliminar células epiteliales cancerosas de preparaciones de células madre humanas
redirigiendo la citotoxicidad celular. Broudy et al en los documentos US591991 1 y US2002/0018775A1 describen
anticuerpos monoclonales frente a receptores de factores de células madre.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un anticuerpo biespecifico o fragmento de unién a antigeno del mismo, que
comprende una primera porcion de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de
una célula madre y una segunda porcion de unidon a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la
superficie de una célula de un tejido diana para su uso en la administracion y/o fijaciéon de la célula madre al tejido
diana en el sujeto.

La presente invencion proporciona también un acido nucleico que codifica un anticuerpo biespecifico o fragmento de
union a antigeno del mismo, que comprende una primera porcion de unidn a antigeno que se une especificamente a
un antigeno en la superficie de una célula madre y una segunda porciéon de unién a antigeno que se une
especificamente a un antigeno en la superficie de una célula en un tejido diana.

La presente invencion proporciona ademas un vector de expresion que comprende el presente acido nucleico y una
célula huésped que comprende el presente vector de expresion.

La presente invencion proporciona ademas un método de producciéon de un anticuerpo biespecifico o fragmento de
union a antigeno del mismo, método que comprende (a) cultivar la presente célula huésped en condiciones que
permitan la expresion del anticuerpo o fragmento de union a antigeno, y (b) recuperar el anticuerpo o fragmento de
union a antigeno.

La invencion proporciona ademas una composicion que comprende (a) un anticuerpo biespecifico o fragmento de
union a antigeno del mismo, que comprende una primera porcion de unién a antigeno que se une especificamente a
un antigeno en la superficie de una célula madre y una segunda porcién de unién a antigeno que se une
especificamente a un antigeno en un tejido diana; y (b) una célula madre unida a la primera porcién de union a
antigeno para su uso en la administracion y/o la fijacion de la célula madre a los tejidos diana en el sujeto.

Por ultimo, la presente invencion proporciona un kit que comprende un anticuerpo biespecifico o fragmento de union
a antigeno del mismo, que comprende una primera porcion de unién a antigeno que se une especificamente a un
antigeno en la superficie de una célula madre y una segunda porcion de unidon a antigeno que se une
especificamente a un antigeno en la superficie de una célula de un tejido diana e instrucciones para el uso del
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para administrar y/o fijar una célula madre a un tejido diana.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Tal como se usa en la presente solicitud, excepto que se disponga expresamente lo contrario en el presente
documento, cada uno de los términos siguientes tendra el significado establecido a continuacion.

"Administrar" significara administrar de una manera que se efectia o realiza usando cualquiera de los diversos
procedimientos y sistemas de administracion conocidos por los expertos en la técnica. La administracion se puede
realizar, por ejemplo, por via tépica, intravenosa, pericardica, oral, a través de un implante, transmucosa,
transdérmica, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intratecal, intralinfatica, intralesional o epidural. También se
puede realizar la administracion, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o durante uno o mas periodos
prolongados.

El término "anticuerpo” incluye, a modo de ejemplo, tanto anticuerpos naturales (p. €j., IgG, IgM, IgE e IgA) como
anticuerpos no naturales. El término "anticuerpo” incluye también anticuerpos policlonales y monoclonales y
fragmentos de los mismos (p. €j., porciones de unién a antigeno). Ademas, el término "anticuerpo" incluye
anticuerpos quiméricos, anticuerpos sintéticos completos, anticuerpos humanos y humanizados y fragmentos de los
mismos.

Las "células huésped" incluyen, pero sin limitacion, células bacterianas, células de levadura, células fungicas, células
de insecto y células de mamifero. Las células de mamifero se pueden transfectar por procedimientos bien conocidos
en la técnica, tales como la precipitacion en fosfato de calcio, la electroporacion y la microinyeccion.

"Célula de mamifero" significara una célula de cualquier mamifero. Las células de mamifero incluyen, sin limitacion,
células sanas, andmalas y que estan transformadas, y se ejemplifican por neuronas, células epiteliales, células
musculares, células sanguineas, células inmunitarias, células madre, osteocitos, células endoteliales y blastocitos.

Los términos "acido nucleico", "polinucledétido" y "secuencia de acidos nucleicos" se usan de manera intercambiable
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en el presente documento y cada uno de ellos se refiere a un polimero de desoxirribonucledtidos y/o ribonucledétidos.
Los desoxirribonucleétidos y ribonucleotidos pueden ser naturales o analogos sintéticos de los mismos.

Los "vehiculos farmacéuticamente aceptables" son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, pero sin
limitacion, tampoén fosfato 0,01-0,1 M y preferentemente 0,05 M o solucién salina al 0,8 %. Adicionalmente, estos
vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no acuosas.
Son ejemplos de disolventes no acuosos el propilenglicol, el polietilenglicol, los aceites vegetales tales como el
aceite de oliva, y los ésteres organicos inyectables tales como el oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen
agua, soluciones, emulsiones y suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluidos medios tamponados y solucién salina.
Los vehiculos parenterales incluyen soluciéon de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio,
Ringer con lactato y aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y nutrientes,
reponedores de electrolitos, tales como los basados en la dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar
presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antibiéticos, antioxidantes, agentes quelantes,
gases inertes y similares.

Los términos "polipéptido”, "péptido” y "proteina” se usan de manera intercambiable en el presente documento y
cada uno de ellos significa un polimero de residuos de aminoacido. Los residuos de aminoacido pueden ser
naturales o analogos quimicos de los mismos. Los polipéptidos, péptidos y proteinas también pueden incluir
modificaciones tales como glucosilacion, union de lipidos, sulfatacion, hidroxilacion ADP-ribosilacion.

"Se une especificamente" significara que, con respecto a la unién de un resto a la superficie de una célula, el resto
se une a esa célula con una afinidad mayor que con la que se une a la superficie de la mayoria o todas las demas
células.

En el modo de realizacién preferente, el resto se une a esa célula con una afinidad mayor que con la que se une a la
superficie de todas las demas células.

"Célula madre" significara, sin limitacion, una célula que da lugar a un linaje de células de progenie. Los ejemplos de
células madre incluyen linfocitos CD34+ y linfocitos CD45+. Las moléculas de adhesion de superficie presentes en
las células madre incluyen, sin limitacion, el receptor de IL-3, el receptor de IL-6, el receptor de IL-11, c-kit, VLA-4,
VLA-5, L-selectina, PECAM-I e integrina beta-1.

"Sujeto" significara cualquier animal, tal como un mamifero o un ave, incluidos, sin limitacién, una vaca, un caballo,
una oveja, un cerdo, un perro, un gato, un roedor tal como un ratén o una rata, un pavo, un pollo y un primate. En el
modo de realizacion preferente, el sujeto es un ser humano.

"Tejido diana" significara cualquier tejido bioldgico al que se desea administrar y/o unir la célula madre. El tejido
diana incluye, sin limitacion, tejido sano, lesionado y enfermo.

"Vector" significara cualquier vector de acido nucleico conocido en la técnica. Estos vectores incluyen, pero sin
limitacion, vectores plasmidicos, vectores cosmidicos y vectores bacteriéfagos.

Modos de realizacion de la invencion

La presente invencion proporciona dos composiciones de interés. La primera composicién de interés es para
administrar y/o fijar una célula madre a un tejido diana y comprende un anticuerpo biespecifico o fragmento de unién
a antigeno del mismo, que comprende una primera porcion de unién a antigeno que se une especificamente a un
antigeno en la superficie de una célula madre y una segunda porcion de unidon a antigeno que se une
especificamente a un antigeno en la superficie de una célula de un tejido diana.

La segunda composicion de interés es para administrar y/o fijar una célula madre a un tejido diana que comprende
(a) un anticuerpo biespecifico o fragmento de union a antigeno del mismo, que comprende una primera porcion de
union a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de una célula madre y una segunda
porcién de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de una célula de un tejido
diana y (b) una célula madre unida a la primera porcién de unién a antigeno, para su uso en la administracion y/o la
fijacion de la célula madre a los tejidos diana en el sujeto.

Las porciones de unioén a antigeno incluyen, por ejemplo, fragmentos Fab.

Los anticuerpos biespecificos pueden comprender una sola cadena polipeptidica que comprende el primer y el
segundo resto. Ademas, las presentes composiciones pueden comprender una cadena polipeptidica producida de
forma recombinante.

En las presentes combinaciones, la célula madre puede ser cualquier célula madre. En un modo de realizacion, la
célula madre es de mamifero. Las células madre de mamifero incluyen, por ejemplo, células madre de una vaca, un
caballo, una oveja, un cerdo, un perro, un gato, un roedor y un primate. Preferentemente, la célula madre es
humana. Las células madre usadas en la presente invencion incluyen también, a modo de ejemplo, linfocitos CD34+.

En las presentes composiciones, el tejido diana puede ser cualquier tejido diana adecuado, incluidos, por ejemplo,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2438 965 T3

tejido hepatico, piel, tejido epitelial, tejido conjuntivo, tejido articular, tejido 6seo (que incluye, por ejemplo, la médula
Osea y otras células hematopoyéticas), tejido muscular, tejido neuronal y tejido cardiaco. En un modo de realizacion,
el tejido diana es tejido cardiaco. En otro modo de realizacion, el tejido diana es piel. El tejido cardiaco puede
presentar anomalias e incluye, sin limitacion, tejido miocardico enfermo, tejido miocardico lesionado, tejido valvular
enfermo, tejido valvular lesionado, tejido cardiovascular enfermo y tejido cardiovascular lesionado. Del mismo modo,
la piel puede presentar anomalias e incluye, sin limitacion, piel enferma y lesionada. Ademas, las caracteristicas
bioquimicas del tejido diana reconocidas por los restos de unién al tejido diana de las presentes composiciones
incluyen, a modo de ejemplo, miosina, troponina T cardiaca, troponina 1 cardiaca, actina, cadena pesada de la beta-
miosina, tropomiosina o cualquier otra caracteristica a la que se puedan dirigir estos restos.

En otro modo de realizacién de las presentes composiciones, las composiciones comprenden ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno que se une a la superficie de una célula madre. En un modo de realizacioén, el acido nucleico es ADN o
ARN y en otro modo de realizacion el acido nucleico es ADN.

El presente acido nucleico puede ser un vector de expresién. En un modo de realizacion, el vector se selecciona de
entre un plasmido, un césmido, un bacteriéfago y un virus eucariota. Los virus eucariotas incluyen, por ejemplo,
adenovirus y retrovirus.

La presente invencién proporciona ademas una célula huésped que comprende el presente vector de expresion.

La presente invencién proporciona ademas un método para producir un anticuerpo biespecifico o fragmento de union
a antigeno del mismo, método que comprende (a) cultivar la presente célula huésped en condiciones que permitan la
expresion del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno y recuperar el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

También se divulga un primer articulo de fabricacion para administrar y/o fijar una célula madre a un tejido diana por
yuxtaposicion del articulo al tejido diana, que comprende un sustrato sélido que tiene unida de forma funcional una
composicion de interés que comprende un resto que se une especificamente a la superficie de la célula madre.

En un modo de realizacion preferente de la presente invencion, el sustrato sélido es biodegradable. En otro modo de
realizacion, el sustrato solido comprende un polimero, tal como teflén. En otro modo de realizacion, el sustrato sélido
comprende un agente seleccionado de entre fibrina, Vicryl, acido hialurénico, polietilenglicol, poli(acido lactico),
poli(acido lactico-coglicdlico), colageno, trombospondina, teflén, osteopontina y fibronectina.

El presente articulo puede estar en cualquier forma fisica adecuada, incluidas, por ejemplo, gasa, una venda,
material de sutura, una endoprétesis, un implante o una matriz polimérica.

Preferentemente, la composicion de interés fijada al sustrato sélido comprende ademas un segundo resto que se
une especificamente a la superficie de una célula del tejido. En un modo de realizacion, el resto es una porcion de
union a antigeno de un anticuerpo, tal como un fragmento Fab. En otro modo de realizacion, la composicion
comprende un anticuerpo biespecifico. En un modo de realizaciéon adicional, la composicion comprende una sola
cadena polipeptidica que comprende el primer y el segundo resto. En otro modo de realizacién mas, la composicion
comprende una cadena polipeptidica producida de forma recombinante.

En el presente articulo, se pueden fijar el primer y el segundo resto por cualquier medio adecuado, tal como a través
de un resto quimico y a través de un resto polipeptidico.

En el presente articulo, la célula madre puede ser cualquier célula madre. En un modo de realizacién, la célula
madre es de mamifero. Las células madre de mamifero incluyen, por ejemplo, células madre de una vaca, un
caballo, una oveja, un cerdo, un perro, un gato, un roedor y un primate. En otro modo de realizacion, la célula madre
es de ave. Las células madre de ave incluyen, por ejemplo, células madre de pavo y de pollo. Preferentemente, la
célula madre es humana.

En el presente articulo, el tejido diana puede ser cualquier tejido diana adecuado, incluidos, por ejemplo, tejido
hepatico, piel, tejido epitelial, tejido conjuntivo, tejido articular, tejido éseo, tejido muscular, tejido neuronal y tejido
cardiaco. En un modo de realizacion, el tejido diana es tejido cardiaco.

También se divulga un segundo articulo de fabricacién destinado a la fijacion de células madre a la superficie del
articulo, que comprende un sustrato sélido que tiene en su superficie un resto que esta unido especificamente por
una composicion de interés que también se une especificamente a una célula madre.

Los diversos modos de realizacién del primer articulo de fabricacion, tal como la naturaleza y la forma fisica del
sustrato, se contemplan, segun sea aplicable, para el segundo articulo de fabricacion.

También se describen tres métodos para administrar y/o fijar una célula madre al tejido diana de un sujeto. El primer
método comprende poner en contacto el tejido con la célula madre y una composicion de interés que comprende un
primer resto que se une especificamente a la superficie de la célula madre fijada de forma funcional a un segundo
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resto que se une especificamente a la superficie de una célula del tejido.

En un modo de realizacién del primer método, la puesta en contacto se realiza ex vivo. En otro modo de realizacion,
la puesta en contacto se realiza in vivo.

En otro modo de realizacion del primer método, en primer lugar se ponen en contacto entre si la célula madre y la
composicion de interés para permitir la formacion de un complejo entre ellas, y el complejo resultante se pone en
contacto con el tejido diana. El complejo se puede poner en contacto con el tejido diana a través de cualquier medio
adecuado, tal como por administracién tépica o intravenosa.

En el primer método, el primer y el segundo resto pueden ser de cualquier tipo. En un modo de realizacion, el primer
y el segundo resto son porciones de unién a antigeno de un anticuerpo. Las porciones de unién a antigeno incluyen,
por ejemplo, fragmentos Fab.

También en el primer método, la composicion puede comprender un anticuerpo biespecifico. Por otro lado, esta
composicion puede comprender una sola cadena polipeptidica que comprende el primer y el segundo resto.
Ademas, la composicién puede comprender una cadena polipeptidica producida de forma recombinante.

En el primer método, el primer y el segundo resto se pueden fijar por cualquier medio adecuado. En un modo de
realizacion, el primer y el segundo resto se fijan a través de un resto quimico. En otro modo de realizacion, el primer
y el segundo resto se fijan a través de un resto polipeptidico.

El segundo método para administrar y/o fijar una célula madre al tejido diana de un sujeto comprende, sin un orden
en particular, las etapas de (a) yuxtaponer al tejido un articulo de fabricacion que comprende un sustrato sélido que
tiene unida de forma funcional una composicion de interés que comprende un resto que se une especificamente a la
superficie de la célula madre y (b) poner en contacto el articulo con la célula madre.

En un modo de realizacion del primer método, el articulo se pone en contacto con la célula madre a través de la
administracion intravenosa de la célula madre. En un modo de realizacion del segundo método, el articulo se pone
en contacto con la célula madre a través de la administracion topica de la célula madre.

El tercer método para administrar y/o fijar una célula madre al tejido diana de un sujeto comprende yuxtaponer al
tejido un articulo de fabricacion que comprende (a) un sustrato sélido que tiene unida de forma funcional una
composicion de interés que comprende un resto que se une especificamente a la superficie de la célula madre y (b)
la célula madre unida al articulo a través de la composicion de interés unida al mismo.

En los presentes métodos, el articulo puede estar en cualquier forma fisica adecuada, incluidas, por ejemplo, gasa,
una venda, material de sutura, una endoprétesis, un implante o una matriz polimérica.

Preferentemente, en los presentes métodos, la composicion de interés fijada al sustrato sélido comprende ademas
un segundo resto que se une especificamente a la superficie de una célula del tejido. En un modo de realizacion, el
resto es una porcion de unidn a antigeno de un anticuerpo, tal como un fragmento Fab. En otro modo de realizacion,
la composiciéon comprende un anticuerpo biespecifico. En un modo de realizaciéon adicional, la composicién
comprende una sola cadena polipeptidica que comprende un primer y un segundo resto que se unen
especificamente a la superficie de la célula madre y a la superficie de la célula del tejido, respectivamente. En otro
modo de realizacién mas, la composicidon comprende una cadena polipeptidica producida de forma recombinante.

En los presentes métodos, se pueden fijar el primer y el segundo resto por cualquier medio adecuado, tal como a
través de un resto quimico y a través de un resto polipeptidico.

En los presentes métodos el sujeto puede ser cualquier sujeto. Del mismo modo, la célula madre puede ser una
célula madre de cualquier sujeto. En un modo de realizacion, el sujeto es un mamifero. Los mamiferos incluyen, por
ejemplo, una vaca, un caballo, una oveja, un cerdo, un perro, un gato, un roedor y un primate. En otro modo de
realizacion, el sujeto es un ave. Las aves incluyen, por ejemplo, pavos y pollos. Preferentemente, el sujeto es
humano y la célula madre es humana.

En los presentes métodos, el tejido diana puede ser cualquier tejido diana adecuado, incluidos, por ejemplo, tejido
hepatico, piel, tejido epitelial, tejido conjuntivo, tejido articular, tejido éseo, tejido muscular, tejido neuronal y tejido
cardiaco. En un modo de realizacion, el tejido diana es tejido cardiaco.

Por ultimo, la presente invencién proporciona ademas un kit que comprende un anticuerpo biespecifico,
instrucciones o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con la invencioén e instrucciones de uso
del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para administrar y/o fijar una célula madre a un tejido
diana.

La presente invencidon se entendera mejor a partir de los ejemplos que figuran a continuacion. No obstante, un
experto en la técnica apreciara facilmente que los métodos y resultados analizados son meramente ilustrativos de la
invencion como se describe con mas detalle en las reivindicaciones que los siguen.
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Ejemplos

Ejemplo 1

Ejemplos de indicaciones terapéuticas para tratamiento con células madre
Estados de insuficiencia organica

Trastornos cardiacos (p. €j., infarto de miocardio, valvulopatias, enfermedades hipertréficas/restrictivas, miocarditis y
miocardiopatia); insuficiencia renal, aguda y crénica; insuficiencia hepatica, aguda y croénica; insuficiencia pulmonar,
aguda y cronica; EPOC y SDRA,; y problemas de la piel tales como trastornos dermatolégicos, uUlceras diabéticas,
quemaduras, lesiones por quimioterapia o radiacion y lesiones epiteliales relacionadas con el cancer.

Trastornos neurolégicos

Alzheimer y otros trastornos degenerativos; lesiones estructurales en el cerebro o la médula espinal por apoplejias o
traumatismos; neuropatias periféricas; y trastornos degenerativos (p. €j., esclerosis lateral amiotréfica (enfermedad
de Lou Gehrig) y sindrome de Guillain-Barré).

Malignidades

Trastornos primarios de la médula dsea (p. €j., leucemia, sindrome mielodisplasico); y tumores sélidos.
Enfermedades autoinmunitarias

Lupus sistémico eritematoso, eccema, psoriasis y PTI.

Enfermedades de base genética

Anemia drepanocitica, talasemia, hemoglobinopatias y hemofilia.

Todas la enfermedades de células madre conocidas

Leucemia mielégena cronica; la mayoria de las leucemias agudas; policitemia rubra vera, trombocitosis primaria;
mielofibrosis con metaplasia mielocitica, anemia aplasica; hemoglobinuria paroxistica nocturna; la mayoria de los
linffomas y el mieloma mudltiple; muchas neutropenias cronicas; eritroblastopenia y anemia de Fanconi; y
neutropenias ciclicas y sindrome de Shwachman-Diamond.

Ejemplo 2
El potencial de las células madre que se originan en la médula 6sea
Introduccion

Se han descrito una serie de sistemas de células madre de tejidos. El sistema hematopoyético es quiza el que se ha
caracterizado mas ampliamente. Se cree que la célula madre hematopoyética es una célula con un amplio potencial
proliferativo, de renovacion y de diferenciacion para linajes de glébulos rojos, gldbulos blancos y plaquetas. De forma
similar, también se ha demostrado que las células madre de las criptas intestinales, el hipocampo, la zona
subventricular, la cresta neural y la conjuntiva del ojo producen los principales tipos celulares en sus 6rganos
correspondientes. Se ha informado de sistemas de células madre peor caracterizados para el musculo y el higado.
Las células madre de la protuberancia de los foliculos pilosos producen células epiteliales y células para la matriz y
la vaina externa de la raiz, asi como glandulas sebaceas productoras de lipidos. Las células madre epidérmicas de
la piel se han caracterizado parcialmente por sus marcadores celulares de superficie, su tamafo y sus
caracteristicas de adhesion in vitro. Se han descrito poblaciones que mantienen la marca y se amplifican de forma
transitoria. Recientemente se ha descrito el aislamiento de células madre de la piel por el uso de exclusion por
tamafio y por tincion roja/azul de Hoechst. Esta técnica es una adaptacion de un procedimiento bien caracterizado
para aislar células madre hematopoyéticas. En un estudio reciente, también se han descrito células madre en la
dermis de la piel.

Recientemente, se ha apreciado que las células madre pueden mostrar una enorme plasticidad y que una célula
madre de un tejido puede quedar comprometida a un destino diferente cuando se sitda en un tejido diferente. Se han
publicado después gran cantidad de informes que demuestran que las células musculares y hepaticas pueden
convertirse en células sanguineas, que las células adiposas se pueden diferencias en linajes condrociticos,
miodgenos y ostedgenos y que las células de médula pueden producir una amplia variedad de tipos celulares. Ahora
se ha demostrado que la médula es capaz de producir, in vitro e in vivo, células hepaticas, renales, pulmonares,
gastrointestinales, neuronales, condrocitos, adipocitos, cardiacas y del musculo esquelético, asi como 6seas. Dos
estudios particularmente impresionantes han demostrado que las células madre murinas altamente purificadas son
capaces de producir células hepaticas o miocitos cardiacos y de invertir manifestaciones de enfermedades en estos
organos. Recientemente, Ogawa y colegas han publicado datos que indican que las células madre del musculo
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esquelético, de las que se habia informado que tenian potencial hematopoyético, podrian derivar originalmente de la
médula.

Estos estudios plantean cuestiones importantes sobre el origen de muchas, o posiblemente todas las células madre
de tejidos. Una posibilidad es que la médula pudiera ser este origen. Las células madre de la médula estan
presentes continuamente en la sangre periférica y se sabe que las células de la médula parecen tener la capacidad
de generar muchos otros tipos de células cuando residen en un tejido especifico. Las células de la médula pueden
renovar continuamente las células madre de tejidos a lo largo de la vida de un animal. La renovacion de células
madre residentes puede ser necesaria para el mantenimiento de un 6rgano y para la reparacion del las lesiones
debidas a dafios. Esto puede ser de especial importancia en érganos muy regenerativos, tales como el higado o la
piel, que son tejidos muy familiarizados con dafios debidos a agresiones toxicas o heridas. De hecho, se cree que
las heridas son un mecanismo por el que la piel recluta células madre.

La incapacidad de las heridas crénicas de cicatrizar se puede deber en parte a la pérdida o el mal funcionamiento de
las células madre residentes en la piel. Este concepto no requiere un gran acto de fe, ya que estudios recientes
(datos no mostrados) han demostrado que las células derivadas de heridas crénicas presentan alteraciones en su
capacidad de crecimiento y en su capacidad de respuesta frente a determinadas citocinas. Los fibroblastos dérmicos
cultivados se muestran en senescencia, como se demuestra por la disminuciéon de su capacidad de someterse a la
duplicacion de la poblacion y por otros parametros. En las extremidades inferiores de pacientes con arteriopatias y/o
flebopatias avanzadas también se ha observado una disminucion del nimero de foliculos pilosos, que son el origen
predominante de células madre epidérmicas en la piel en ese lugar del cuerpo. Esta reduccion de los foliculos
representaria por tanto una pérdida de células madre residentes en la proximidad de las heridas croénicas.

Por lo general, se cree que la capacidad de llevar células jovenes nuevas a la herida explica la eficacia de la piel
bioartificial en el tratamiento de heridas cronicas. Un trabajo reciente (datos no mostrados) ha demostrado que la
administracién de células madre de médula ésea a heridas invierte la incapacidad de las heridas crénicas de
cicatrizar y promueve la reconstruccion de las estructuras dérmicas.

Muchas de estas observaciones nuevas se han producido debido a la disponibilidad de marcadores especificos para
rastrear poblaciones celulares y técnicas de marcaje para identificar la naturaleza de las células donantes en un
ratén trasplantado. Por ejemplo, desde hace poco estan disponibles marcadores para secuencias repetitivas del
cromosoma Y, lo que permite rastrear células masculinas en huéspedes femeninos, especialmente en cepas que no
muestran inmunorreactividad HY. En esos experimentos se usaron tanto transferencia de bandas de Southern como
hibridacion fluorescente in situ (FISH). La disponibilidad de ratones transgénicos con marcadores especificos ha
permitido un rapido avance en este campo. Los sistemas usados mas comunmente han sido los marcadores para la
proteina verde fluorescente o para la expresion de la B-galactosidasa. En muchos estudios se han usado ratones
ROSA transgénicos para la expresion de la (-galactosidasa, mientras que también se han usado una serie de
transgénicos para GFP.

Resultados

En el pasado, se demostré que las células de la médula eran capaces de dar lugar a células 6seas al infundirlas a
concentraciones relativamente altas (mas de 80 millones) en ratones huéspedes no sometidos a ablacion. Se usaron
morfologia y FISH sobre secciones seriadas de médula. En este caso, las secciones de médula se prepararon de
una unica forma usando ratones anestesiados e infusion de paraformaldehido a baja presion a través de la aorta
descendente.

Mas recientemente, se evalué un modelo para trasplantar células de médula transgénicas positivas para la proteina
verde fluorescente (GFP) en huéspedes y evaluar la migracion inmediata y el destino final de la célula en la piel y en
otros tejidos. En estos estudios, se usaron ratones transgénicos GFP+ como donantes y ratones C57BL/6J (del
mismo sexo) como huéspedes. Los ratones huésped fueron expuestos a 400 cGy de irradiacion del cuerpo entero y
después se les infundieron 25 millones de células de médula GFP+. En algunos experimentos CFDA-SE, también se
us6 una sonda fluorescente inespecifica citoplasmica para marcar las células de médula. Se mantuvieron las
cohortes de ratones durante 3 meses y se evalud el quimerismo de la sangre periférica a diferentes intervalos. Se
alcanzé un quimerismo estable de entre el 70 % y el 80 %.

Tres meses después de la infusion de células de médula, se dividid a los ratones en 3 grupos. Un grupo no se tratd
mas. A los otros dos grupos se les hicieron dos heridas por escision (por ratén) en el lomo. Estos grupos con heridas
se diferenciaban en que a un grupo se le dio G-CSF dos veces al dia durante 4 dias consecutivos antes de hacer las
heridas y en el dia en que se hicieron las heridas (un total de 5 dias). El momento en que se hicieron las heridas se
cont6 como dia 0 para todos los grupos. En el dia 2, se realizé una biopsia de piel en el lomo al grupo sin heridas y
se recogié una de las heridas por escision de los dos grupos con heridas para su analisis. En el dia 21, se realizé
una biopsia de piel en el lomo al grupo sin heridas y se recogieron las heridas por escision restantes de los dos
grupos con heridas para su analisis. Se evaluaron la presencia de células donantes en los tejidos y el fenotipo de las
células donantes.

En la dermis de los ratones sin heridas trasplantados se observaron varias células GFP+ en ambos puntos
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temporales. Este descubrimiento respalda el concepto de que existe un trafico constante de células de la médula
6sea hasta la dermis. Las morfologias fusiformes y redondas de estas células podrian indicar que estas células
pueden ser de naturaleza inflamatoria. Sin embargo, las secciones que las acompafaban tefiidas con H-E no
revelaron un infiltrado inflamatorio significativo. En su lugar, estas células parecian tener una morfologia de tipo
fibroblasto o de macréfago tisular. EI nimero de células dérmicas GFP+ en ratones trasplantados sin heridas era
significativamente mayor que la de las secciones preparadas a partir de la piel de ratones GFP+ donantes. Este
descubrimiento podria ser un efecto secundario de la radiacién a la que se expuso a los ratones trasplantados. El
efecto de la radiacion podria haber sido la reduccion local del nimero de células progenitoras residentes. Esto puede
haber dejado "espacio” para que las células de médula 6sea repoblaran la zona.

En los ratones heridos en el dia 2, se observé un infiltrado inflamatorio significativo en ambos grupos. En el grupo
tratado con G-CSF, el infilirado inflamatorio era mucho mayor que en el grupo no tratado con G-CSF. La cantidad de
GFP presente en la herida debido al infiltrado y las células inflamatorias rotas obliteraron el campo de la herida con
fluorescencia en muchos casos. La interpretacion de estas secciones para el injerto de células fue dificil en ambos
grupos heridos debido al alto nivel de sefal presente.

En el dia 21, se habia resuelto la mayor parte de la cantidad de inflamacion. No parecia existir una diferencia
significativa en el nimero de células GFP+ en ambos grupos heridos. Se observaron varios vasos sanguineos
maduros (e inmaduros) GFP+ en la dermis de ambos grupos heridos. Se observaron células GFP+ en el musculo
estriado de la dermis, los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas y la epidermis en ambos grupos heridos. Sin
embargo, parecia que habia mas células GFP+ en la epidermis, los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas de los
ratones tratados con G-CSF. También se demostré que las células GFP+ de los foliculos pilosos, las glandulas
sebaceas y la epidermis doblaban la marca para los anticuerpos frente a la queratina y la GFP. Estos
descubrimientos respaldan firmemente la idea de que la médula 6sea pueden suministrar células madre y/o
progenitoras necesarias a los tejidos cutaneos heridos.

Recientemente, se trataron Ulceras crénicas de mas de un afio de duracion con células autélogas derivadas de
médula ésea. Los pacientes seleccionados habian fracasado en una serie de sofisticados tratamientos de cura de
heridas en una clinica puntera en cura de heridas. Estos tratamientos anteriores incluian injertos autélogos de piel e
injertos con piel bioartificial. Las biopsias obtenidas de estos pacientes indican que las células de médula 6sea se
injertaban en las heridas. Hasta el momento, todos los pacientes tratados con células de médula 6sea estan curados
en la actualidad. Como se describe anteriormente, es bien sabido que las heridas crénicas tienen un entorno local
modificado con pruebas de senescencia celular y eliminacion de células madre y/o progenitoras residentes. El
presente trabajo ilustra la relevancia de la médula ésea en la administracion de células madre y/o progenitoras a las
heridas.

Ejemplo 3
Migracion y transdiferenciacion de células madres en relacion con el ciclo celular
Introduccion

Estudios recientes han indicado que las células madre derivadas de la médula tienen la capacidad de migrar hacia 'y
diferenciarse en tejidos no hematopoyéticos, produciendo células con linajes no hematopoyéticos tipicos de ese
tejido, es decir, la llamada transdiferenciacion. En varios estudios, se demostré que las células madre murinas de
médula altamente purificadas repueblan tejido hepatico y cardiaco enfermo o dafiado, respectivamente, y también se
demostré que restablecen o mejoran la funciéon en esos tejidos. Por tanto, las células madre de médula muestran
una notable plasticidad con respecto a la produccion de células no hematopoyéticas.

Otros han estudiado un tipo diferente de plasticidad de células madre de médula; la de los cambios en el injerto o el
fenotipo de diferenciacién de la célula madre relacionados con el ciclo celular. Estos estudios apuntaban a que
cuando en células madre de médula purificadas se induce el recorrido del ciclo celular, modifican de forma reversible
su perfil de proteinas de adhesion que, a su vez, afecta a la migracion. Esta migracion determina después los
resultados del injerto medular.

Datos

La secuencia de acontecimientos descrita anteriormente se demostré cuando se cultivd médula con interleucina (IL)-
3, IL-6, IL-11 y factor Steel. Se estudiaron células de médula en condiciones de cultivo estatico de tejido estandar y
en microgravedad simulada usando recipientes de cultivo de tejidos giratorios suministrados por la NASA. Estos
estudios investigaron tanto el impacto del avance del ciclo inducido por el coctel de citocinas IL-3, IL-6, IL-11 y el
factor Steel o, de forma alternativa, por la trombopoyetina (TPO), el ligando de FLT-3 (FLT-3L) y el factor Steel en
injertos y diferenciacion de células de médula.

Los resultados de estos estudios fueron los siguientes. (1) El crecimiento en condiciones de microgravedad parece
favorecer el soporte de células relativamente diferenciadas. (2) Se observaron cambios en el fenotipo de los injertos
al inducir el recorrido del ciclo celular por citocinas en condiciones normales y de microgravedad. (3) Estos cambios
en el fenotipo de los injertos eran reversibles y, en cada caso, parecian ligados al ciclo celular. (4) Se observaron
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cambios en el fenotipo de diferenciacién en puntos del ciclo celular diferentes de los cambios del fenotipo de los
injertos y que también eran reversibles. Estas ultimas observaciones son especialmente importantes, en cuanto que
sugieren la presencia de "puntos calientes" de diferenciacion en diferentes puntos del ciclo celular. En determinados
puntos del ciclo celular, las células purificadas (linaje"%"° ©) Rodamina (Rho) "#°Hoechst (Ho) 33342"%°) presentan
el fenotipo de una célula madre primitiva, mientras que en otros momentos el fenotipo es el de una progenitora. Esto
sugiere también que no existe una jerarquia de células madre/progenitoras, sino un espectro continuo fluctuante con
cambios continuos y reversibles en el fenotipo ligados a la fase del ciclo celular.

Ejemplo 4
Direccion de células madre con anticuerpos biespecificos a tejidos no hematopoyéticos
Antecedentes y resultados

Se pueden construir anticuerpos biespecificos por técnicas de ingenieria genética o de conjugacion quimica. En
estudios recientes, se conjugaron quimicamente anticuerpos biespecificos que enlazan CDS y HER2/neu lo que une
selectivamente linfocitos T con células tumorales que expresan HER2/neu. Se demostré que estos resultados de
union aumentaban significativamente las funciones citotoxicas de los linfocitos T contra células de cancer de mama.
El trabajo posterior en ingenieria molecular de anticuerpos biespecificos ha demostrado que los linfocitos T armados
con la proteina recombinante que contienen Unicamente las porciones scFv de dos anticuerpos se pueden dirigir
especificamente a las células tumorales y destruirlas.

Estudios recientes indican que las células madre de médula pueden dar lugar a una variedad de tipos de células en
diferentes tejidos y corregir rapidamente la disfuncion del tejido in vivo, y sugieren que dirigir células madre de
médula a tejidos en particular podria aumentar la eficacia de la transdiferenciacion de origen medular en estos
tejidos.

Proyecto 1

El proposito de este proyecto es producir un anticuerpo monoclonal biespecifico (AcBs), anti-VCAM-1 x anti-c-Kit
(llamado VK-Bi), que dirigira células madre de médula a la piel.

Se crean anticuerpos biespecificos que enlazan células madre linfohematopoyéticas murinas primitivas (poblacién
lateral LinRho" °Ho"®°, Lin-Sca-1+ o Lin-Hoechst) a células de la piel que expresan los siguientes ligandos de
dafos; VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, IL-8 o P63. Se ha seleccionado C-kit para el epitopo de la célula madre
porque en estudios recientes, se demostré que tiene presencia universal en células madre hematopoyéticas de
médula murinas Lin'Rho®#°Ho"° y Ho"° y Lin-Sca+ y porque lo han usado una serie de investigadores para aislar
células madre migradas e injertadas, es decir, la unién del anticuerpo a c-kit no parece interferir con la migracion y el
injerto de la célula madre. Por tanto, el primer anticuerpo biespecifico que se prepara, caracteriza y valida como
reactivo es un heteroconjugado que se une en un extremo a c-kit y en el otro extremo a VCAM-1.

Estos dos anticuerpos se conjugan por medio de dos reactivos, Traut y SMCC. El procedimiento de produccion de
AcBs esta bien establecido. Esta reaccion de heteroconjugacion incluye dos etapas: (1) se entrecruza el anti-c-Kit
con un exceso molar de 10 veces de reactivo Traut (2-iminotiolano HCI, Pierce) y (2) anti-VCAM-1 con un exceso
molar de 4 veces de SMCC (4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo, Pierce). El tampdn
Traut contiene NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, a pH 8,0 y el tampdn SMCC, fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,15 M a pH
7,2. La reacciéon de entrecruzamiento se produce a temperatura ambiente durante una hora. El anticuerpo
entrecruzado se purifica después en una columna PD-10 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) en PBS para eliminar el
agente de entrecruzado no unido. En la segunda etapa, se mezclan los anticuerpos entrecruzados de inmediato en
una proporcidon molar igual y se conjugan a 4 °C durante la noche en un agitador. También se crean anticuerpos
biespecificos de control para evaluar la especificidad de la union. En este caso, se usan anti-c-kit y anti-anticuerpos
no pertinentes, p. €j., anti-CD2.

Los productos de la heteroconjugacion se confirman mediante geles de SDS PAGE no reductores. Se comprueban
las especificidades del producto de anticuerpo biespecifico mediante estudios de la capacidad del anticuerpo
biespecifico de unir células madre a células que expresan VCAM-1.

Las preparaciones no fraccionadas de anti-c-Kit x anti-VCAM-1 contienen monémeros, dimeros y multimeros. Solo
del 20-30 % de los productos de la heteroconjugacion estan en forma de dimero. Se evalua la mezcla de anticuerpos
total, que incluyen los multimeros, dimeros y monémeros. Esta mezcla se ha usado de forma eficaz en los estudios
de anticuerpo biespecifico OKT3/HER2/neu mencionados anteriormente. También se evalla la eficacia de las
fracciones de dimero/multimero purificadas por cromatografia por tamafo. Evidentemente, esto da un reactivo
caracterizado mas purificado, pero a costa de una pérdida significativa de anticuerpo (aproximadamente el 80-90 %
basado en la experiencia previa). Este reactivo deberia ser lo suficientemente puro. El aislamiento del dimero sin
multimero se puede lograr con el uso de cromatografia de intercambio iénico, pero esto supondria una pérdida
significativa adicional de anticuerpo. Puede que la observacion clave en este caso sea que la preparacion original de
anticuerpo biespecifico frente a OKT3/HER2/neu, que tenia multimeros, dimeros y mondémeros, une de forma eficaz
linfocitos T a células de lineas celulares de cancer de mama. Ademas, en estudios en los que separaron los
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multimeros, los dimeros y los monémeros, se descubrié actividad en las fracciones de dimeros y multimeros.
Proyecto 2

El propdsito de este proyecto es evaluar la funcion de anti-c-Kit x anti-VCAM-1 in vitro usando lineas celulares de
piel y biopsias de tejidos de la piel, y usando el modelo de ratén in vivo.

Especificamente, este trabajo pretende determinar si un anticuerpo biespecifico se une a c-kit en poblaciones
laterales purificadas LinRho°®°Ho° o Lin-Sca+ o Lin-Hoechst de células madre de médula de ratones macho
BALB/c o ROSA positivos para beta-galactosidasa, y si media la unién incrementada de las células madre a células
epiteliales que expresan los ligandos de dafios VCAM-1, ICAM-1, P63, E-selectina e IL-8.

Se evalua la unién del anticuerpo biespecifico anti-c-kit x anti-VCAM-1 a diferentes células de la piel y a poblaciones
c-kit+ de diferente origen. En estudios in vitro, se cuantifican los anticuerpos biespecificos en células VCAM-1+ de
piel dafiada (que no expresan c-kit) y a células madre c-kit+ (que no expresan VCAM-1). Como control se usa un
anticuerpo biespecifico no pertinente.

Se realiza un seguimiento de la migracién in vivo de células c-kit marcadas con el tinte fluorescente inespecifico,
CFDA-SE y con anticuerpo biespecifico unido a piel sana, sometida a biopsia o irradiada localmente. Estos estudios
incluyen la migracion, el posterior destino de la célula y la determinacion de la transdiferenciacion.

Con el uso de modelos animales de trasplante establecidos, se determina si el anticuerpo biespecifico puede
aumentar el proceso de migracion de las células madre y potenciar la diferenciacion en el entorno objetivo (la piel
danada). En resumen, se usan ratones ROSA positivos para beta-galactosidasa como donantes de células madre de
médula y se usan ratones C57BL/6J (mismo sexo) como huéspedes. Para los estudios de migracion, se usa el tinte
citoplasmico CFDA-SE en secciones de tejido y se enumeran los acontecimientos fluorescentes.

Con el fin de seguir el destino de las células y la posible "transdiferenciacion”, se emplean las marcas celulares
intrinsecas e invariables de ADN masculino (el modelo de trasplante de médula de macho a hembra BALB/c) o beta-
galactosidasa (el modelo de trasplante de médula de ROSA a C57BL/6J). Este enfoque es necesario, porque la
marca fluorescente CFDA-SE se perdera al continuar la proliferacion. En estos estudios, se llevan a cabo estudios
de marcaje doble. Para el ADN masculino, la presencia de ADN del cromosoma Y se determina en primer lugar
usando FISH para la secuencia masculina. Estas preparaciones se fotografian y después se tifien de nuevo para
marcadores especificos de tipo celular, principalmente citoqueratinas. Estas preparaciones también se fotografian y
se emparejan las fotos para determinar el marcaje doble. Con el sistema de la beta-galactosidasa, se invierte la
secuencia, en primer lugar se determina la tincién del anticuerpo y después la presencia de beta-galactosidasa por
tincion con x-gal o por tinciéon de anticuerpos anti-beta-galactosidasa.

Estos estudios permiten determinar la capacidad de las células madre murinas de origen medular con anticuerpo
biespecifico unido de migrar hacia la piel y producir después células epiteliales u otras asociadas con la piel. En
estos estudios, también se determinan la migracion y el destino de las células cuando las células madre no se tratan
0 se unen a un anticuerpo biespecifico no pertinente. La migracion y el destino de las células se determinan en
ratones sanos o en ratones a los que se les ha hecho una herida en la piel o sometidos a irradiacion local de la piel
(500-2000 cGy). Estos dafios se produciran de un dia a dos semanas antes de la infusion de las células.

Ejemplo 5
Modelo de daino cardiaco
Proyecto 1

Se establecié un modelo de ligadura miocardica en ratones y se uso para estudiar la reparacion del dafio tisular. Se
sometio a animales C57BL/6 a una ligadura de la arteria coronaria seguida de la inyeccion de 40 x 10° células de
médula ésea 24, 48 y 72 horas después del dafo. Se evalu6 a los animales para determinar la transdiferenciacion
de células GFP+ en secciones de corazon en diferentes puntos temporales después del dafio (hasta un mes). No
habia pruebas de células miocardicas GFP+. En un conjunto de experimentos diferente, se expuso a animales
C57BL/6 a 500 cGy, seguido de la infusion de 25 millones de células de médula 6sea provenientes de ratones
transgénicos para GFP. Dos meses después, se ligaron las arterias coronarias anteriores y, después de cuatro dias,
se inyectd a los animales G-CSF para movilizar sus células madre de médula dsea. Los datos muestran que en los
animales movilizados, se pueden identificar células miocardicas GFP+ (datos no mostrados).

Proyecto 2

Se realizaron estudios para ver si armar las células de médula con anticuerpo biespecifico anti-c-kit x anti-VCAM1
ayuda a dirigir las células de médula hacia un corazén dafnado y para determinar qué poblacién celular c-kit+ seria la
poblacion apropiada para la migracion cardiaca. Estos estudios compararon el comportamiento de migracion de
células Lin- y células Lin-Sca+ armadas con control y anticuerpo biespecifico.

En estudios que usan células Lin-Sca+ purificadas (250.000 células inyectadas), no habia diferencias entre el control
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y el anticuerpo biespecifico 14 horas después de la infusion. Sin embargo, al usar células Lin- (450.000 células
inyectadas), se observé un aumento significativo de la migracion de células de médula armadas con anti-c-kit x anti-
VCAMI al corazén dafiado (datos no mostrados).

Esto ilustra que en una poblacion de células de médula parcialmente purificadas en un momento especifico después
de la infusién se potencia su direcciéon hacia el corazén dafado al armar la célula de médula con un anticuerpo
biespecifico anti-c-kit x anti-VCAMI.

Proyecto 3

Se realizaron estudios para determinar si las células Lin- Sca+ purificadas armadas con anticuerpo biespecifico anti-
c-kit x anti-VCAMI se mantendrian después de las inyecciones intramiocardicas directas o migrarian hacia miocardio
danado tras la inyeccion intravenosa en ratones C57BL/6 después de una intervencion quirdrgica por infarto de
miocardio. Se anestesié a dos ratones con inyecciones intraperitoneales de ketamina y xilazina, se intubaron y se les
aplicé ventilacion mecanica usando un respirador para roedores de Harvard. Se realizé una esternotomia media y se
uso un hilo de sutura recubierto de 7-0 Ticron para atar y ocluir la parte apical de la arteria descendente anterior
izquierda (DAI). Se cerraron el esternon y la piel con suturas interrumpidas. Se dej6é que los ratones se recuperaran
durante 3 dias. Al tercer dia, con anestesia de isoflurano, a los ratones se les realizaron cortes hacia abajo en la
vena yugular interna derecha (i.y.). Un raton recibié 200.000 células Lin-Sca+ purificadas armadas con 500 ng de
anti-c-kit x anti-VCAM-I/millén de células y el segundo ratén recibié 200.000 células Lin-Sca+ purificadas sin armar.
Antes de la inyeccion i.y. se marcaron tanto las células Lin-Sca+ armadas como las no armadas con CFDA-SE.

Se sometié a otros dos ratones a la misma intervencion quirdrgica por infarto descrita anteriormente. Uno de los
Ultimos dos ratones recibid una inyeccion intramiocardica directa de 200.000 células Lin-Sca+ marcadas con
CSFDA-SE armadas con anti-c-kit x anti-VCAM1 y uno recibié una inyeccion intramiocardica directa de 200.000
células Lin-Sca+ marcadas con CSFDA-SE no armadas. Los cuatro ratones fueron sacrificados 6 dias después de
provocarles los infartos y se les extirparon los corazones, se lavaron en solucion salina, se congelaron en OCT y se
crioseccionaron, se montaron en portaobjetos Superfrost plus y se observaron con microscopia de fluorescencia.

En la inyeccion directa de células Lin-Sca+ armadas, los resultados muestran un aumento del nimero de células
fluorescentes en el sitio de inyeccién en la zona del infarto con respecto al fondo de auto-fluorescencia a gran
aumento (datos no mostrados). En el raton que recibié células Lin- Sca+ marcadas con CSFDA-SE armadas a
través de una inyeccion i.y., se observo una fluorescencia claramente potenciada con un aumento del nimero de
células en la zona del infarto que se concentraba en las capas del endocardio que se extienden hacia capas del
epicardio (datos no mostrados). En contraste, habia mucha menos fluorescencia en la zona del infarto en el ratdon
que recibio células Lin-Sca+ marcadas con CSFDA-SE no armadas a través de una inyeccion i.y.

Esto demuestra que las células Lin-Sca+ armadas inyectadas a través de la vena yugular interna pueden migrar
hacia el miocardio dafiado, mientras que las Lin-Sca+ no armadas no migran hacia el miocardio dafiado.

Proyecto 4

Se realizaron estudios usando linfocitos T humanos armados con OKT3 (anti-CD3 humana) x anti-ICAM1 de rata
para confirmar el trafico mediado por el anticuerpo director. Esto fue una prueba del principio del experimento que
obviaba la necesidad de purificar y clasificar grandes cantidades de células madre Lin-Sca+ purificadas a partir de la
médula ésea de treinta ratones. Solo se pueden obtener 1-2 millones de células Lin-Sca+ a partir de un
procedimiento de purificacion de un dia de duracion. Por otro lado, se pueden obtener grandes cantidades de
linfocitos T anti-CD3 homogéneos activados cultivados en dosis bajas de IL-2 y usarse como "marcadores" vivos de
la migracion al tejido diana que se pueden identificar faciimente por tincion de los linfocitos T usando fluorocromo
CYs.

El propdsito de este proyecto es doble: (1) averiguar si armar las células con anticuerpos especificos de diana ayuda
a administrar células al 6rgano diana por inyeccion intravenosa y (2) ver si armar las células con anticuerpos
especificos de diana conduce a una mayor retencion de las células después de la inyeccion directa en el érgano
diana.

Para este estudio se usaron cuatro grupos de ratas atimicas que sufrieron un infarto de 17 minutos seguido de
reperfusion 1 dia antes de la inyeccion de las células. El infarto se provocé por la ligadura temporal de la porcion
descendente anterior izquierda (DAI) de la arteria coronaria izquierda. Después de 17 minutos, se detuvo la ligadura
para permitir la reperfusion. Se inyectd a los animales como sigue: (1) inyeccion i.y. de linfocitos T humanos
activados armados con anticuerpo biespecifico de ratén anti-ICAM1 de rata x raton anti-OKT3 humano; (2) inyeccion
i.y. de linfocitos T humanos activados armados con anticuerpo biespecifico de hamster anti-ICAM1 de ratén x ratén
anti-OKT3 humano (control); (3) inyeccion miocardica directa de linfocitos T humanos activados armados con
anticuerpo biespecifico de ratdon anti-ICAM1 de rata x ratén anti-OKT3 humano; y (4) inyeccion miocardica directa de
linfocitos T humanos activados armados con anticuerpo biespecifico de hamster anti-ICAM1 de ratén x ratén anti-
OKT3 humano (control). Después, los animales fueron sacrificados 1 dia mas tarde. Se crioseccionaron muestras
recién congeladas de sus ventriculos y después se tifieron con anticuerpos inmunofluorescentes anti-IgG de raton
conjugados con Cy3 para marcar las células armadas con anticuerpos derivados de ratén.
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Habia una notable diferencia entre los dos grupos de inyecciones i.y. El grupo experimental (linfocitos T humanos
activados armados con anticuerpo biespecifico de ratén anti-ICAM1 de rata x raton anti-OKT3 humano) mostré un
aumento significativo de la inmunofluorescencia y la celularidad con relacion al grupo de control (datos no
mostrados). Estos descubrimientos demuestran que armar las células con anticuerpos especificos de diana ayuda
notablemente al aumento de la administracion i.y. de las células armadas al 6rgano diana. Sin embargo, a diferencia
de las inyecciones i.y., armar las células con anticuerpos especificos de diana no conduce a una mayor retencién de
células armadas después de las inyecciones miocardicas directas (datos no mostrados).
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo biespecifico o fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende:

una primera porcion de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de una célula
madre; y

una segunda porcién de union a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de una célula
de un tejido diana.

para su uso en un método de tratamiento en la administracion y/o fijacion de la célula madre, que no es una célula
madre embrionaria humana, al tejido diana en un sujeto.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que es una sola cadena polipeptidica.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacion 1, que es un anticuerpo
quimérico, humanizado o humano.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, en el que el fragmento de unién a
antigeno comprende un fragmento Fab.

5.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
antigeno de la superficie de la célula madre se selecciona del grupo que consiste en CD34, CD45, receptor de IL-3,
receptor de IL-6, receptor de IL-11, c-kit, VLA-4, VLA-5, L-selectina, PECAM-1, Sca-1 e integrina beta-1.

6. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
primer y el segundo resto se fijan por un resto quimico.

7. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
antigeno de la superficie de la célula del tejido diana se selecciona del grupo que consiste en miosina, troponina T
cardiaca, troponina 1 cardiaca, actina, cadena pesada de la beta-miosina y tropomiosina.

8. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
antigeno de la superficie de la célula del tejido diana se selecciona del grupo que consiste en VCAM-1, ICAM-1, P-
selectina, IL-8 y P63.

9. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
tejido diana se selecciona del grupo que consiste en tejido hepatico, piel, tejido epitelial, tejido conjuntivo, tejido
articular, tejido 6seo, tejido muscular, tejido neuronal, tejido endotelial y tejido cardiaco.

10. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 9, en el que el tejido 6seo es médula dsea.

11. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el
sujeto es un ser humano.

12. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la
primera porcion de unién a antigeno se une especificamente a CD45 y la segunda porcion de unién a antigeno se
une especificamente a miosina.

13. Un &cido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

14. Un vector de expresién que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 13.
15. Una célula huésped que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 14.

16. Un método de produccion de un anticuerpo biespecifico o fragmento de unién a antigeno del mismo, que
comprende (a) cultivar la célula huésped de la reivindicacion 15 en condiciones que permitan la expresion del
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, y (b) recuperar el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

17. Una composicién que comprende:

(a) un anticuerpo biespecifico o fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende una primera porcion de
union a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de una célula madre y una segunda
porcién de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno en la superficie de una célula de un tejido
diana; y

(b) una célula madre unida a la primera porcién de unién a antigeno, para su uso en un método de tratamiento en
la administracion y/o fijacion de la célula madre, que no es una célula madre embrionaria humana, al tejido diana en
un sujeto.
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18. Un kit que comprende el anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 e instrucciones de uso del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno para administrar y/o
fijar una célula madre a un tejido diana.
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