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DESCRIPCION

Anticuerpos para la identificacién y/o aislamiento de al menos una poblacién celular que se selecciona del gru-
po que comprende células troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales, células precursoras neuronales,
células troncales mesenquimatosas y células precursoras mesenquimatosas.

La presente invencidn se refiere a un anticuerpo monoclonal anti-CDCP1, o a un fragmento del mismo, para aislar
y/o identificar al menos una poblacién celular que se selecciona del grupo que comprende células troncales hemato-
poyéticas, células troncales neuronales, células precursoras neuronales, células troncales mesenquimatosas y células
precursoras mesenquimatosas, caracterizado porque el anticuerpo, o el fragmento del mismo, se une a un antigeno
que es el mismo al que se une un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma CUB1 (DSM ACC2569),
CUB2 (DSM ACC2566), CUB3 (DSM ACC2565) o CUB4 (DSM ACC2551). La invencién se refiere ademds a un
anticuerpo monoclonal anti-CDCP1, o a un fragmento del mismo, caracterizado porque se une a la misma estructura
antigénica a la que se une un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma CUB1 (DSM ACC2569), CUB2
(DSM ACC2566), CUB3 (DSM ACC2565) o CUB4 (DSM ACC2551), en donde dicho anticuerpo o fragmento es
capaz de aislar y/o identificar al menos una poblacién celular que se selecciona del grupo de células troncales hemato-
poyéticas, células troncales neuronales, células progenitoras neuronales, células troncales mesenquimatosas y células
progenitoras mesenquimatosas.

El término “célula troncal” significa, de una manera general, cualquier célula que atn no se ha diferenciado y que
posee la capacidad tanto de producir descendientes idénticos como de diferenciarse a lineas de desarrollo especifico.

Las células troncales adultas tienen la funcién de mantener la homeostasis del nimero de células en el tejido
correspondiente, es decir, de reemplazar las células que han muerto. Por esta razén, las células troncales se encuentran
particularmente en tejidos que estdn sometidos a grandes agresiones. Se han encontrado células troncales adultas en
una gran variedad de tejidos y érganos, tales como, por ejemplo, médula ésea, cerebro, higado, piel, intestino, cérnea,
etc.

En la médula ésea, las células troncales hematopoyéticas producen nuevas células de forma continua ya que estas
ultimas células se requieren constantemente en la sangre debido al tiempo de vida limitado de la mayoria de las células.

El punto de partida para la formacién de células sanguineas es la célula troncal pluripotente sin diferenciar, que ain
no estd determinada para una funcién especifica. Cuando las células troncales se diferencian, en primer lugar se forman
células precursoras, que son incapaces de replicarse ellas mismas y s6lo producen un tipo de células especializado hasta
la madurez. Ni la célula troncal pluripotente ni las diferentes fases intermedias son capaces de llenar las funciones
hematopoyéticas especificas de célula; son sélo las células que han madurado las que son capaces de hacer esto. Las
células progenitoras que han entrado en una via de diferenciacién particular también se mantienen luego en esta via
hasta que se alcanza la maduracién (compromiso).

Ademas de las células troncales para células hematopoyéticas, también estdn presentes en la médula 6sea células
similares a células troncales que son progenitores de tejidos no hematopoyéticos. Estos progenitores de tejidos no
hematopoyéticos se denominaron originalmente, entre otros, células adherentes a plastico en cultivo celular y mas
recientemente se han denominado bien células troncales mesenquimatosas o células de estroma de médula 6sea (MSC).

Estas células tienen interés no sélo debido a su multipotencia con respecto a la diferenciacién; también tienen
interés, por ejemplo, por su posible uso en terapia celular y terapia génica.

El hecho de que, en ciertas condiciones, las células troncales mesenquimatosas también se puedan diferenciar
a células nerviosas significa que, entre otros, hay una necesidad de ser capaz de distinguir estas células troncales
mesenquimatosas de las células progenitoras neuronales.

Estas células progenitoras neuronales (denominadas mds adelante NPC) se encuentran en el sistema nervioso
central. También expresan nestina y son capaces de diferenciarse a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

Las células progenitoras neuronales con positivas para CD133; este marcador de superficie celular se encontrd
originalmente en células troncales hematopoyéticas. Sin embargo, recientemente se ha mostrado que este marcador
también se expresa en tejido nervioso y tejido de musculo esquelético. Por estas razones, este marcador no es adecuado
para distinguir entre diferentes células troncales o células progenitoras por si mismo.

Puesto que, como ya se ha mencionado, las células troncales hematopoyéticas generan continuamente nuevas
células en la médula ésea, las células troncales coexisten con las células progenitoras al mismo tiempo en la médula
6sea. En la médula 6sea, estas células estdn presentes en una disposicion compleja, haciendo por ello dificil identificar
células raras. Las células troncales y sus descendientes directos expresan un fenotipo que es virtualmente idéntico. Por
estas razones, no es posible tampoco identificar una célula troncal final simplemente en base a caracteristicas visibles.

La frecuencia de células troncales en la médula 6sea es desde 1 x 107 hasta 1 x 107%. Ademads, las células troncales
como regla estdn muy diseminadas en el tejido determinado, lo que significa que son dificiles de detectar.
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Como se ha mencionado anteriormente, las células troncales hematopoyéticas se dividen, en ciertas condiciones, a
células progenitoras cuya diferenciacién adicional ya estd en algiin grado determinada. Dependiendo de la naturaleza
y cantidad de las citoquinas que estdn presentes, estas células progenitoras mieloides y linfoides pueden a su vez
generar una variedad de otras células progenitoras que, sin embargo, ya no son capaces de replicarse ellas mismas.
Ejemplos de citoquinas que regulan la hematopoyesis son el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), varias interleuquinas, el factor de células troncales (SCF),
eritropoyetina (EPO), etc.

Para investigar el potencial hematopoyético (formacién de células sanguineas) de las células troncales, se tras-
plantan poblaciones relevantes de células humanas en ratones inmunodeficientes (ratones NOD/SCID). Si las células
trasplantadas son células troncales, es posible detectar hematopoyesis humana ademads de la hematopoyesis murina.
Este ensayo in vivo se usa para caracterizar e identificar células troncales analizando de hecho la progenie de células
individuales.

Como se puede ver por lo anterior, las células troncales hematopoyéticas poseen un gran potencial terapéutico y se
usan en paciente en los que el sistema inmune estad dafiado o destruido por completo.

Se puede usar FACS (separador celular activado por fluorescencia), por ejemplo, para purificar células troncales
hematopoyéticas de la médula 6sea. Esta purificacién depende de la presencia, en las células troncales, de proteinas de
superficie celular particulares que distinguen las células troncales hematopoyéticas y las células progenitoras de otros
tipos de células y de la ausencia de otras proteinas de superficie celular, estas tdltimas proteinas son caracteristicas
de células hematopoyéticas diferenciadas. Cada una de las proteinas de superficie se une a un anticuerpo monoclonal
diferente, estando conjugado cada uno estos anticuerpos a un colorante fluorescente diferente, haciendo de esta manera
posible usar FACS para separar las células.

En el pasado se ha usado el marcador de superficie celular CD34, en particular, para el aislamiento de células
troncales hematopoyéticas.

Ademads, recientemente se han usado anticuerpos dirigidos contra el antigeno CD133 para caracterizar células
troncales hematopoyéticas. Miraglia et al., “A novel five-transmembrane hematopoietic stem cell antigen: isolation,
characterization and molecular cloning”, Blood 90: 5013-5021, (1997) han mostrado que este antigeno es una glico-
proteina de 120 kDa que posee cinco dominios transmembrana y que se expresa no sélo en células troncales hemato-
poyéticas y sus progenitores sino también en células troncales neuronales y endoteliales.

Los anticuerpos de CD133 se usan, ademads de los anticuerpos convencionales contra CD34, para seleccionar de
forma positiva células troncales hematopoyéticas y células progenitoras a escala clinica. CD133 sélo se expresa en cé-
lulas troncales y células progenitoras CD34"¢" (intensidad de fluorescencia alta). Las células positivas para CD34°ht
y CD133 son en general negativas para otros marcadores de células progenitoras eritroides tales como CD36 y glicofo-
rina A. Ademads de células troncales que inducen hematopoyesis humana en el modelo de ratén NOD/SCID, también
se han encontrado la mayoria de las células progenitoras de granulocitos/macréfagos en las fracciones positivas para
CD133 derivadas de médula 6sea humana y sangre periférica.

En vista de lo anterior, es un objeto de la presente invencién proporcionar un nuevo anticuerpo monoclonal que se
puede usar para aislar y/o caracterizar selectivamente poblaciones celulares particulares, en particular células troncales
hematopoyéticas y también células troncales y progenitoras neuronales y mesenquimatosas.

Segtin la invencion, este objeto se alcanza por medio de un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, con
el anticuerpo, o fragmento del mismo, que se une al mismo antigeno que un anticuerpo producido por las lineas celu-
lares de hibridoma CUB1, CUB2, CUB3 y CUBA4, que se depositaron en la Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen
und Zellkulturen [coleccidn alemana de microorganismos y cultivos celulares] (DSMZ), segun el tratado de Budapest,
con los nimeros DSM ACC2569, DSM ACC2566 y DSM AC2565, el 14/08/2002, y DSM ACC2551, el 12/07/2002.

El objeto subyacente de la presente invencion se alcanza completamente de esta manera.

Los inventores fueron capaces de demostrar, en sus propios experimentos, que es posible usar los nuevos anti-
cuerpos segun la invencidn para aislar y caracterizar células troncales hematopoyéticas, células troncales y células
progenitoras mesenquimatosas y células troncales y células progenitoras neuronales. Ademads de esto, se encontré que
la selectividad de los nuevos anticuerpos era similar a la de un anticuerpo dirigido contra CD133.

La invencion se refiere, en particular, a anticuerpos monoclonales, o fragmentos de los mismos, que estdn produ-
cidos por las lineas de células de hibridoma CUB1, CUB2, CUB3 y CUB4.

Los inventores fueron sorprendentemente capaces de aislar los anticuerpos usando el antigeno CDCP1.

CDCPI1 es una proteina de membrana plasmética que posee tres potenciales dominios “CUB”. Estos dominios
son dominios similares a inmunoglobulina que se designan con las letras iniciales de las tres primeras moléculas
que se identificaron que poseen tales dominios. Se sabe que las proteinas que poseen estos dominios se expresan
preferentemente en la fase embrionaria y las fases iniciales del desarrollo.
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El gen CDCP1 que codifica esta proteina (‘“proteina que contiene dominios CUB”) ha sido descrito por Scherl-
Mostageer et al., “Identification of a novel gene, CDCP1, overexpressed in human colorectal cancer”, Oncogene 20:
4402-4408, (2001). Este grupo de investigacion mostré que esta proteina, o su ARNm, se sobreexpresan fuertemente en
tipos de cénceres o tumores tales como cancer de intestino y cdncer de pulmén. En base a su estructura tridimensional,
se identific6 como que era una proteina transmembrana que poseia tres dominios CUB en el dominio extracelular y los
autores propusieron que estaria implicada, en particular, en adhesion celular o interaccién con la matriz extracelular
(véase Scherl-Mostageer et al.).

Sin embargo, la posibilidad de que esta proteina se pudiera expresar también, en particular, en células troncales
hematopoyéticas primitivas en la médula 6sea y sangre periférica y también en células troncales y células progenitoras
mesenquimatosas o neuronales ni se describe ni se sugiere en esta publicacion.

En lugar del anticuerpo que se menciona en cada caso, también es posible, dentro del contexto de la presente
invencidn, usar un fragmento del anticuerpo sin que esto se mencione expresamente en cada caso. En relacion a esto, se
entiende que “fragmento” significa cualquier fragmento del anticuerpo que retiene la funcién de unién al antigeno del
anticuerpo. Ejemplos de tales fragmentos son F,;,, Fi), F, y otros fragmentos tales como fragmentos CDR (“regién
determinante de complementariedad”, region hipervariable). Dichos fragmentos muestran la especificidad de unién
del anticuerpo y también se pueden preparar de forma recombinante, por ejemplo usando métodos conocidos.

Los inventores fueron capaces de demostrar que es inesperadamente posible usar los anticuerpos que estan dirigidos
contra la proteina de membrana plasmatica CDCP1 para caracterizar y aislar de forma selectiva células troncales
hematopoyéticas y células troncales y células progenitoras mesenquimatosas y neuronales.

Cuando se usaron estos nuevos anticuerpos para identificar células troncales hematopoyéticas, se encontrd que los
anticuerpos mostraron una selectividad que era superior a la de los anticuerpos que estaban dirigidos contra CD34 y
que es similar a la del anticuerpo que esta dirigido contra CD133.

Por esta razdn, los nuevos anticuerpos, o fragmentos de los mismos, proporcionan alternativas ventajosas al anti-
cuerpo de CD34 cuando se identifican o afslan células troncales hematopoyéticas.

Tales anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando métodos convencionales (véase, Kohler y Milstein,
“Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specifity”, Nature 256:495-497, (1975)). Segin
este método, se inmuniza un animal con un antigeno, se aislan las células productoras de anticuerpo del animal y
estas células productoras de anticuerpo se fusionan con una linea celular inmortal. Las lineas de células de hibridoma
resultantes se criban para determinar si son capaces de producir un anticuerpo contra el antigeno que se usé para la
inmunizacion.

Los anticuerpos segtn la invencién también hacen ahora posible preparar anticuerpos adicionales que se unen al
mismo antigeno. Usando los anticuerpos segin la invencion, es posible emplear métodos bien conocidos para aislar
las estructuras antigénicas correspondientes y desarrollar anticuerpos monoclonales adicionales contra las mismas
estructuras antigénicas, empleando los métodos conocidos en este caso también.

La invencion se refiere ademds a lineas celulares de hibridoma que son capaces de producir y liberar este tipo de
anticuerpo, en particular las lineas celulares de hibridoma CUB1, CUB2, CUB3 y CUB4.

Al proporcionar los anticuerpos nuevos, los inventores, por primera vez, han facilitado anticuerpos monoclonales,
asi como lineas de células de hibridoma que producen y liberan estos anticuerpos, lo que hace posible detectar de
forma selectiva poblaciones celulares que expresan el antigeno CDCP1. Por lo tanto, los anticuerpos constituyen un
medio, que es hasta ahora Unico y tiene muchos usos, para el médico y el investigador para detectar estos tipos de
células, por una parte, y, por otra parte, para manipular estas células, donde sea apropiado, bien mediante el uso de los
anticuerpos mismos o mediante el uso de reactivos que estdn acoplados a ellos.

La invencidn se refiere ademds a un método para aislar y/o identificar al menos una poblacién celular que se selec-
ciona del grupo que comprende células troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales, células progenitoras
neuronales, células troncales mesenquimatosas y células progenitoras mesenquimatosas, usando un anticuerpo o un
fragmento del mismo, con el anticuerpo, o fragmento del mismo, que se une al mismo antigeno que un anticuerpo
producido por las lineas celulares de hibridoma CUB1, CUB2, CUB3 y CUBA4, que se depositaron en el DSMZ, segtin
el tratado de Budapest, con los nimeros DSM ACC2569, DSM ACC2566 y DSM ACC2565, el 14/08/2002, y DSM
ACC2551, el 12/07/2002.

En otra forma de realizacién, el método segtn la invencién usa un anticuerpo, o un fragmento de un anticuerpo,
producido por las lineas de células de hibridoma CUB1, CUB2, CUB3 y CUBA4.

La invencidn se refiere ademas a un método para aislar y/o identificar al menos una poblacién celular, que se selec-
ciona del grupo que comprende células troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales, células progenitoras
neuronales, células troncales mesenquimatosas y células progenitoras mesenquimatosas, usando un anticuerpo, con el
método que comprende las etapas siguientes:
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(a) poner en contacto una muestra de una suspension celular que contiene al menos una poblacién celular con
el anticuerpo monoclonal nuevo, o un fragmento del mismo, y

(b) aislar y/o identificar las células que se unen al nuevo anticuerpo monoclonal o al fragmento del mismo.

La invencidn se refiere ademds a un método para aislar y/o identificar al menos una poblacién celular, que se selec-
ciona del grupo que comprende células troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales, células progenitoras
neuronales, células troncales mesenquimatosas y células progenitoras mesenquimatosas, usando un anticuerpo, con el
método que comprende las etapas siguientes:

(a) poner en contacto una muestra de una suspension celular que contiene al menos una poblacién celular con
el anticuerpo monoclonal nuevo, o un fragmento del mismo, y con al menos un anticuerpo adicional que
se une a al menos una de las poblaciones celulares, y

(b) aislar y/o identificar las células que se unen al anticuerpo monoclonal, o al fragmento del mismo, y al
anticuerpo adicional.

En relacidn a esto, el poner en contacto una mezcla celular con el anticuerpo se puede realizar en solucién como
es el caso, por ejemplo, cuando se usa un citémetro de flujo (= separador celular activado por fluorescencia (FACS)).

Descrito de una manera general, las células se cargan, en citometria de flujo, con anticuerpos que por una parte son
especificos para un marcador de superficie y por otra parte estdn acoplados a un colorante fluorescente. Las células
que son positivas para el marcador fluorescen mientras que las células negativas permanecen oscuras. Por lo tanto
es posible determinar qué proporciéon de una poblacion celular es positiva para el marcador. Al mismo tiempo, un
citometro de flujo hace posible registrar el tamafio y granularidad de las células.

También es posible usar un método para separacién magnética de células (MACS, separacion magnética de célu-
las). En este método las células se marcan con bolas magnéticas, siendo posible acoplar estas bolas a los anticuerpos,
por ejemplo.

Ademds, el poner en contacto también se puede llevar a cabo inmovilizando el anticuerpo monoclonal en un soporte
como es el caso, por ejemplo, en la cromatografia en columna.

La suspension celular puede ser cualquier solucién que contenga células de médula 6sea, células sanguineas o
células de tejidos.

Después de haber mezclado la suspension celular con el anticuerpo, las células que expresan el antigeno CDCP1
se unen al anticuerpo, después de lo cual estas células se pueden, al contrario de las células que no se han unido al
anticuerpo, identificar y/o aislar usando los métodos descritos.

En el método divulgado el dltimo, se hace uso ademds de un anticuerpo adicional que también reconoce al menos
una de las poblaciones celulares descritas aqui. Este anticuerpo puede, por ejemplo, ser un anticuerpo que esta dirigido
contra el marcador CD90, en el caso de células progenitoras neuronales, y ser un anticuerpo anti-CD34, por ejemplo,
en el caso de células hematopoyéticas. Usar un anticuerpo adicional hace posible aislar/identificar subpoblaciones
especificas, que por consiguiente se unen tanto al anticuerpo nuevo como a los anticuerpos adicionales, en particular
anticuerpos que ya son conocidos. Este método se puede usar, por ejemplo, para caracterizar las células de forma mas
precisa con respecto a sus marcadores de superficie.

Las poblaciones celulares que se han aislado mediante los métodos se pueden usar para repoblar, por medio de
trasplante, la médula 6sea en pacientes inmunosuprimidos o inmunodeficientes.

La invencion se refiere ademds al uso de los nuevos anticuerpos, o fragmentos de los mismos, para aislar y/o
identificar al menos una poblacién celular que se selecciona del grupo que comprende células troncales hematopo-
yéticas, células troncales neuronales, células progenitoras neuronales, células troncales mesenquimatosas y células
progenitoras mesenquimatosas.

Se da preferencia particular al uso de los anticuerpos nuevos, o fragmentos de los mismos, en relacién con el
andlisis de muestras de pacientes, en particular biopsias de tejidos, biopsias de médula 6sea y/o muestras de sangre, y,
en particular, cuando se clasifican leucemias.

En el caso presente, ha sido posible usar los nuevos anticuerpos para detectar expresion del antigeno correspon-
diente en hemoblastos de leucemia como, por ejemplo, en el caso de leucemia linfatica agua (LLA), leucemia mieloide
aguda (LMA) y leucemia mieloide crénica (LMC).

La invencidn se refiere ademads al uso de la proteina CDCP-1 y/o del dcido nucleico que codifica la proteina CDCP-
1 para preparar anticuerpos, o fragmentos de los mismos, para aislar y/o identificar células troncales hematopoyéticas.
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La invencion se refiere ademds a una composicién farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo nuevo, o
fragmentos del mismo.

Ademéds del anticuerpo, que representa el compuesto activo en la composicidn, esta composicién también puede
comprender tampones, diluyentes o aditivos adecuados. Los tampones adecuados incluyen, por ejemplo, Tris-HCI,
glicina y fosfato, mientras que los diluyentes adecuados incluyen, por ejemplo, soluciones acuosas de NaCl, lactosa
o manitol. Los aditivos adecuados incluyen, por ejemplo, detergentes, solventes, antioxidantes y conservantes. Se da
una revision de las sustancias que se pueden usar para composiciones de esta naturaleza, por ejemplo en: A. Kibbe,
“Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 3* Ed., 2000, American Pharmaceutical Association y Pharmaceutical
Press.

La invencién se refiere ademas a un kit que comprende al menos un anticuerpo nuevo, o fragmentos del mismo.
De las figuras adjuntas y la descripcion resultan ventajas adicionales.

Las formas de realizacién se representan en las figuras adjuntas y se explican en mds detalle en la descripcién, en
la que:

La figura 1a muestra la reactividad de los anticuerpos segun la invencién con células de tipo salvaje;
La figura 1b muestra la reactividad de los anticuerpos segtn la invencién con transfectantes;

La figura 2a muestra la coexpresion de CD34 y CDCP1 en poblaciones de células de médula 6sea (células marcadas
con CD34-FITC) y CDCP1-PE (CUB 1));

La figura 2b muestra células de médula dsea en un grifico de CD34 contra CD38 y la seleccién en la poblacién
de células troncales (poblaciones de células de médula ésea marcadas con CD38-FITC, CDCP1-PE, CD34-PerCP y
CD133-APC);

La figura 2c muestra la coexpresiéon de CDCP1 y CD133 en células troncales de médula 6sea CD34*/CD387;
La figura 3 muestra la expresiéon de CDCP1 en células troncales mesenquimatosas;
La figura 4a muestra la expresién de CDCP1 en células troncales neuronales; y

La figura 4b muestra la coexpresion de CDCP1 y CD90 en células troncales neuronales.

Ejemplo
Preparacion de los transfectantes

Empezando con el vector de clonacion pBluescript II SK(+), en el que se habia clonado la regién codificante de
CDCP1 humana (obtenido de Boehringer Ingelheim/Viena), la secuencia codificante se subcloné en un vector pRK
(PharMingen, San Diego, EE. UU.) y, al mismo tiempo, se unié en extremo C-terminal un epitopo myc de cinco veces
(13 aminoécidos de la proteina c-myc). Se cotransfecté el ADN de pRK-CDCP1-myc5 junto con un pldsmido de
resistencia a puromicina (pSVpacAp: de la Luna et al., “Efficient transformation of mammalian cells with constructs
containing a puromycin-resistance marker”, Gene, 62(1): 121-126, 1988) en células de ratén NIH-3T3 usando el
método del CaCl,.

Después de haber clonado células individuales resistentes a puromicina, se detecté la expresion de la proteina
CDCP1-mycS en las células transfectadas mediante inmunotransferencia usando un antisuero anti-myc. Posterior-
mente se selecciond el clon NIH-3T3/huCDCP1.

Inmunizacion

Se inmunizaron dos ratones Balb/c cuatro veces por via intraperitoneal con aprox. 5-10 x 10% células NIH-
3T3/huCDCP1 usando un protocolo estandar. De tres a cuatro dias después de la dltima inmunizacidn, se retird el
bazo y las células del bazo se fusionaron con células de melanoma SP2/0 usando un protocolo estdndar. Se probaron
los sobrenadantes de cultivo de células de hibridoma en crecimiento, resistentes a HAT mediante andlisis por FACS
tanto en los transfectantes como en las lineas celulares de tipo salvaje (NIH-3T3).

Se juzgd que los sobrenadantes que reaccionaron selectivamente con los transfectantes pero no con la linea celular
de tipo salvaje NIH-3T3 eran especificos para CDCP1. Se clonaron las células de hibridoma correspondientes (di-
lucién limitante) y se seleccionaron clones positivos. Se obtuvieron cuatro clones (CUB1, CUB2, CUB3 y CUB4)
que reaccionaban selectivamente con las células NIH-3T3/huCDCP1 (isotipos: uno IgG2b [CUBI] y tres IgG2a
[CUB2-4]).
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Los histogramas en la figura 1a muestran que los cuatro anticuerpos no reaccionaron con la células de tipo salvaje.
La figura 1b muestra histogramas en los que se representa claramente la reactividad de los cuatro anticuerpos CUBI,
CUB2, CUB3 y CUB4 con los transfectantes mediante el segundo pico oscuro que estd presente en cada caso.

Investigacion de la reactividad de los anticuerpos en células de sangre periférica

En primer lugar se prob¢ la reactividad de los anticuerpos en células de sangre periférica. Los resultados de estas
investigaciones se muestran en la tabla 1 a continuacion.

Se encontré que los linfocitos T CD3*, linfocitos B CD20*, células NK CD56*, monocitos CD14*, granuloci-
tos neutrofilicos, granulocitos eosinofilicos Siglec-8*, eritrocitos CD235a* y plaquetas CD61* eran negativos para
CDCP1.

TABLA 1
Reactividad del anticuerpo especifico de CDCPI CUBI en células de sangre periférica

Tipo celular Reactividad

Linfocitos T (CD37) -

Linfocitos B (CD20") _

Células NK (CD56%) -

Monocitos (CD147%) -

Granulocitos neutrofilicos (CD15%) -

Granulocitos eosinofilicos (Siglec—8+) -

Granulocitos basofilicos (CD203cH) -

Eritrocitos (CD235a’) -

Plaquetas (CD61%) -

Los resultados de la reactividad de los anticuerpos en varias lineas celulares, que se enumeran horizontalmente,
se muestran en la tabla 2 posteriormente. Los cuatro anticuerpos probados, es decir CUB1 a CUB4, se enumeran
verticalmente.

Descripcion de las lineas celulares

K-562: eritroleucemia; WERI-RB-1: retinoblastoma; BV-173: leucemia de células pro-B; HEL: eritroleucemia;
HL-60: leucemia promielocitica; KU-812: leucemia basofilica; HepG2: carcinoma hepatocelular; MOLT-4: leucemia
de linfocitos T).

TABLA 2
Reactividad de los anticuerpos especificos de CDCP1 CUBI, CUB2, CUB3 y CUB4 en varias lineas celulares

CD34- [ CD133- [ K-562 | WERI- | BV- HEL | HL-60 | KU- Hep- | MOLT-
TE* TE* RB-1 173 812 G2 4
CUB1 - - + - - - - - - -
CUB2 - - + - - - - - - -
CUB3 - - + - - - - - - -
CUB4 - - + - - - - - - -
*Tf = transfectante

Se encontrd que todas las lineas celulares probadas eran negativas para CDCP1 aparte de K-562. Scherl-Mostageer
y col. ya han mostrado que K-562, una linea celular eritroleucémica, expresa el ARNm de CDCP1.
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Se llevaron a cabo investigaciones adicionales en la expresién correlacionada de CDCP1 y los otros marcadores
de células troncales CD34 y CD133 en varios subconjuntos de hemoblastos de leucemia. Los resultados obtenidos en
estas investigaciones se resumen en la tabla 3 posteriormente. Los patrones de expresion se obtuvieron por medio de
marcajes estdndar de inmunofluorescencia, usando los anticuerpos, y después llevando a cabo anélisis por FACS.

El andlisis mostré que CDCP1 es un marcador independiente en relacion a los otros marcadores de células troncales

ya que su expresion no se correlaciona necesariamente con la de los otros marcadores. La coexpresion frecuente de
los tres marcadores de células troncales se puede ver, en particular, en el caso de leucemias mieloides (LMA y LMC)

TABLA 3

Expresion de CDCP1 en hemoblastos de leucemia

LLA LMA LMC
(LLA-B, LLA-pro- (M1-M5) (crisis
B, LLA-Pre-B, hemobléastica)
LLA-C)

CD347CcD133"cDCP1” 2/20 4711 4/10
CD34%CcD133"CcDCP1” 5/20 2/11 0/10
CD347CD133°CDCP1™ 1/20 1/11 2/10
CD34%CD133°CDCP1” 7/20 0/11 2/10
CD34°CD133"cDCP1” 0/20 2/11 0/10
CD34°CD133"CcDCP1” 0/20 0/11 0/10
CD34°CD133°CDCP1” 1/20 0/11 1/10
CD34°CD133°CDCP1” 4720 2/11 1/10

En la tabla, LLA significa leucemia linfatica aguda mientras que LMA significa leucemia mieloide agua y LMC
significa leucemia mieloide crénica (las designaciones adicionales son designaciones de clasificacién y caracterizacioén
que se usan normalmente para las leucemias agudas).

Por consiguiente, los anticuerpos nuevos se pueden usar, por ejemplo, en diagndsticos de rutina en relacién con
leucemias.

Investigacion de la reactividad de los anticuerpos en células de médula dsea

Posteriormente se investigd la reactividad de los anticuerpos con poblaciones de células de médula 6sea. Resultd
que CDCPI se expresa exclusivamente en células troncales CD34" y no en otras poblaciones (véase la figura 2a). La
fracciéon CDCP1* separada por FACS consistia casi completamente en hemoblastos inmaduros y colonias inmaduras:
CFU-GM (unidad formadora de colonias de macréfago granulocito), BFU-E (unidad formadora de brotes eritroides),
CFU-GEMM (unidad formadora de colonias granulocito-eritroide-macréfago-megacariocito).

Las figuras 2b y 2c muestran los resultados de un andlisis de cuatro colores de células de médula 6sea.

Para llevar a cabo el analisis de cuatro colores las células se marcaron con los siguientes conjugados de anticuerpo:
CUBI-PE (ficoeritrina), CD133-APC (aloficocianina), CD38-FITC (isotiocianato de fluoresceina) y CD34-PerCP
(proteina peridina clorofila A).

En el grafico en la figura 2b, se representa CD34 contra CD38. Las células troncales se encuentran en la fraccién
rara CD34*/CD38" (Terstappen y Huang “Analysis of bone marrow stem cell”, Blood Cells 20(1): 45-61, 1994). En
el grafico en la figura 2b, esta poblacién se muestra en la “regién R2”.

En el grafico en la figura 2c, se represente CDCP1 contra CD133. Este gréfico representa las células que se han
visto en la regién “R2” en el grafico de la figura 2b. La figura 2c muestra que esencialmente todas las células troncales
CD34*/CD38" coexpresan CDCP1 y CD133.
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En otros experimentos, los inventores fueron capaces de demostrar que, 6 semanas después de haber trasplantado
células positivas para CDCP1 en ratones NOD/SCID, se habian formado células CD45+ humanas en la médula 6sea
de los ratones. (CD45* es un marcador para células hematopoyéticas). Por consiguiente esto demuestra que las células
que se aislan usando los anticuerpos nuevos son capaces de llevar a cabo hematopoyesis.

Investigacion de la reactividad de los anticuerpos en células troncales neuronales y mesenquimatosas

En otros experimentos, se investigd la reactividad de los anticuerpos hacia células troncales neuronales y mesen-
quimatosas.

Para este fin se usaron células progenitoras neuronales fetales (en lo siguiente NPC) y células troncales mesenqui-
matosas comercialmente disponibles, obtenidas de Cell-Systems, St. Katharinen, Alemania.

En la figura 3, el segundo pico oscuro en el histograma muestra que el anticuerpo CUB2 reacciona con células tron-
cales mesenquimatosas. El histograma en la figura 4a muestra la reactividad con NPC, en este caso con el anticuerpo
CUB2 marcado con PE (ficoeritrina).

Para llevar a cabo el andlisis de coexpresion, las células se marcaron con los siguientes conjugados de anticuer-
po: CUBI + algG2bPE (ficoeritrina) y CD90-APC (aloficocianina). Se sabe que CD90 se expresa en NPC (véase,
por ejemplo Vogel et al., “Heterogeneity among human bone marrow-derived mesenchymal stem cells and neural
progenitor cells”, Haematologica 88: 126-133, (2003)).

En el grifico en la figura 4b, se representa CDCP1 contra CD90. Se puede ver que la mayoria de las células NPC
expresaban CDCP1 (ademds de CD90 como el “marcador de confirmacion”).

En resumen, por lo tanto, estos datos muestran que CDCP1 es un marcador nuevo para células troncales hemato-
poyéticas y para células troncales/células progenitoras mesenquimatosas o neuronales. Es posible usar el anticuerpo
segun la invencion que estd dirigido contra este marcador para seleccionar células troncales que expresan CDCP1 de
una manera sencilla y después, por ejemplo, trasplantarlas para el propdsito de repoblacién. El anticuerpo segtn la
invencién es por consiguiente de gran importancia para seleccionar células troncales hematopoyéticas o mesenqui-
matosas y/o neuronales. Ademds, constituye una alternativa destacada a los marcadores CD133 y CD34 que se usan
normalmente para la seleccidn de células troncales.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal anti-CDCP1, o un fragmento del mismo, capaz de aislar y/o identificar al menos
una poblacién celular que se selecciona del grupo de células troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales,
células progenitoras neuronales, células troncales mesenquimatosas y células progenitoras mesenquimatosas, carac-
terizado porque el anticuerpo, o el fragmento del mismo, se une a un antigeno que es el mismo que se une a un
anticuerpo producido por la linea de células de hibridoma CUB1 (DSM ACC2569), CUB2 (DSM ACC2566), CUB3
(DSM ACC2565) o CUB4 (DSM ACC2551).

2. Un anticuerpo monoclonal anti-CDCP1, o un fragmento del mismo, caracterizado porque se une a la mis-
ma estructura antigénica a la que se une un anticuerpo producido por la linea de células de hibridoma CUB1 (DSM
ACC2569), CUB2 (DSM ACC2566), CUB3 (DSM ACC2565) o CUB4 (DSM ACC2551), en donde dicho anticuerpo
o fragmento es capaz de aislar y/o identificar al menos una poblacion celular que se selecciona del grupo de células
troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales, células progenitoras neuronales, células troncales mesenqui-
matosas y células progenitoras mesenquimatosas.

3. El anticuerpo monoclonal o fragmento de la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el anticuerpo estd
producido por la linea de células de hibridoma CUB1 (DSM ACC2569).

4. El anticuerpo monoclonal o fragmento de la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el anticuerpo esta
producido por la linea de células de hibridoma CUB2 (DSM ACC2566).

5. El anticuerpo monoclonal o fragmento de la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el anticuerpo estd
producido por la linea de células de hibridoma CUB3 (DSM ACC2565).

6. El anticuerpo monoclonal o fragmento de la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el anticuerpo estd
producido por la linea de células de hibridoma CUB4 (DSM ACC2551).

7. Una linea de células de hibridoma, caracterizada porque produce el anticuerpo de cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 6.

8. Un método para aislar y/o identificar al menos una poblacién celular, que se selecciona del grupo de células
troncales hematopoyéticas, células troncales neuronales, células progenitoras neuronales, células troncales mesen-
quimatosas y células progenitoras mesenquimatosas, usando al menos un anticuerpo, que comprende las siguientes
etapas:

(a) poner en contacto una muestra de una suspension celular, que contiene al menos una poblacién celular,
con un anticuerpo monoclonal o fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, y

(b) aislar y/o identificar las células que se unen a dicho anticuerpo monoclonal o fragmento.

9. El método de la reivindicacién 8 que comprende ademds en la etapa (a):
poner en contacto dicha muestra de una suspensién celular con al menos un anticuerpo adicional que se une al
menos a una de las poblaciones celulares.
10. El método de la reivindicacién 8 6 9 para el andlisis in vifro de muestras de pacientes, en particular de biopsias
de tejidos, biopsias de médula 6sea y/o muestras de sangre.

11. El método de la reivindicacién 8 6 9 para la clasificacion diagnéstica in vitro de leucemias.

12. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo monoclonal o fragmento de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6.

13. Un kit, que comprende al menos un anticuerpo monoclonal o fragmento de cualquiera de las reivindicaciones
laé.
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