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Titulo
Método para obtener células troncales neurales y células progenitoras neuwrales
a partir de tejido cortical ovarico no embricnario.

Sector de la técnica

La presente invencion se encuadrz en el sector de la biomedicina. Mas
concretémeﬂte, se refiere al aislamiento y cultivo de células troncales neurales
y progenitores neurales (CTN/CPN) a partir del cultivo de tejido cortical ovéarico.

Estado de la técnica

Las células troncales neurales {CTN) son células multipotentes gue derivan de
células troncales embrionarias o de células troncales adultas, después de un
proceso de especificacion que tiene lugar tanto durante el desarollo
embrionaric come, probablemente, en el periodo postnatal. En el curso de la
neurcgénesis, experimentan una inlensa actividad proliferativa seguida de
diferenciacion para generar los distintos tipos de células nerviosas. Sibien las
CTN son multipotentes, las células progenitoras neurales {CPN) que derivan
directamente de las CTN, se encuentran comprometidas con el linaje neural, al
gue queda restringido su potencial de diferenciaciéon. No obstante, las CPN
experimentan  numerosas mitosis antes de  iniciar definitivamente ia
diferenciacion hacia el destino celular final (Gage y Tempie, 2013}, Por fanto,
tas CTN/CPN disponen de capacidad para generar los tres tipos de células
nerviosas, al ser expuestas a la accion de factores y estimulos adecuados.

Las CTN/CPN pueden generar esfercides de forma espontanea {(Beck y cols.,
2011). La formacion de esferoides, conocidos en este caso comao neuroesferas,
es consecuencia de la intensa actividad proliferativa de estas células y del
glevado nivel de expresion de proteinas de adhesividad en superficie, (revisado
por Achilli y cols., 2012}, de forma que cada mitosis genera células hijas que
$€ agregan, o experimentan agregacion sin necesidad de mitosis previas. Estos
esferoides pueden estar integrados por CTN, CPN y precursores de células
nerviosas cuya presencia depende en gran medida de las condiciones del
sistema de cultive. De los factores de transcripcion SOX2, Nanog v OCT4,
{asociados a pluripotencialidad), expresan de forma predominante SOX2
{Wang vy cols., 2012} y marcadores caracteristicos del linaje neural, como
nestina, vimentina, PAXE, p75, entre otros (Zhang vy Jiao, 2015), ademas de
mostrar una intensa actlividad proliferativa.
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Actualmente, existen varios procedimientos para la obtencion de CTN/CPN. En
primer lugar, se pueden obtenser a partir de células troncales embrionarias, que
en cullivo se exponen a condiciones de especificacion, expansién y posterior
diferenciacion a tipos concretos de células nerviosas {Lee y cols., 2007; Naka
y cols., 2008). Esla aproximacidn implica la obtencion vy ulilizacidn de
embriones preimplantacionales, o gue afiade complejidad a s
experimentacion con animales, e imposibilidad ética v legal en la especie
humana.

La necesidad de superar las barreras éticas relacionadas con la utilizacion de
embriones humanos y de generar procedimientos de  aislamisnto,
diferenciacion y trasplanie celular autdlogo en programas de medicina
regenerativa humana, abrid un amplio campo de actividad investigadora
encaminada a establecer procedimientos de induccion de pluripotencialidad en
células somaticas diferenciadas, la reprogramacion del genoma celular.
Takahashi y Yamanaka (2008) consiguieron reprogramar fibroblastos murinos
a células pluripotentes, mediante transfeccién de los genes OCT4, SOXZ, ¢
Myc y Kif. Las CTN pueden obtenerse a parlir de células pluripotentes
inducidas, sometidas a procedimientos de especificacion, expansién vy
diferenciacion, similares a los gue se aplican a las células troncales
embrionarias (Chambers y cols.,, 2009; Koch y cols., 2011). Aungue los
procedimientos de induccién han sido optimizados por diferentes grupos de
investigaciéon, eliminando la expresidn de oncogenes asociados, esta
aproximacion afiade alin mayor complejidad y desventajas colaterales debidas
a la posible sobreexpresion no deseada de transcritos relacionados con la
reprogramacion.

Como alternativa a estos procedimientos de reprogramacion del genoma, se
han desarrollade métodos de induccidn quimica de pluripotencialidad.
Recientemente, se ha descrito un procedimiento para la oblencién de CPN a
partir de fibroblastos embrionarios en cultivo, en condiciones de hipoxia y
expuestos a la accion de inhibidores de varias vias de sefalizacién {Cheng y
cols., 2014} En los gitimos afiog, se han investigado vias alternativas para la
reprogramacion quimica de células somaticas (Biswas v Jiang, 2018}, asi como
la conversion directa de células somaticas en células nervicsas, después de su
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exposiciébn a condiciones de hipoxia (Thier y cols., 2012).Estas estralegias
precisan de una amplia contrastacion, antes de su aplicacion en terapia celular,

Finalmente, las CTR/CPN se pueden aislar directamente de las areas
neurogeénicas del cerebro durante el desarrollo embrionario (Tropepe vy cols.,
1899} v en el periodo postnatal vy adulte (Reynolds y Weiss, 1892}, pam ser
utilizadas en modelos experimentales de desarrollo in vifro y de patologias
neurodegenerativas.

For razones étlicas, o clentifico-técnicas, los abordajes experimeniales
previamente mencionados no resultan del todo adecuados para el
establecimiento de modelos de trasplante autdlogo gue proporcionen un
avance significativo en medicina regenerativa del sistema nervioso, para lo que
resuitaria indispensable la obtencidn y utilizacion de células troncales adultas
del propio individuo. En relacidn con esta estrategia, destacan las
investigaciones sobre derivacion neural de células troncales adultas del tejido
congctivo del misculo esquelético (Romero Ramos vy cols., 2002) y del foliculo
piloso (Amoh y cols., 2012). En ovario de diversas especies de mamiferos, se
ha constatado la existencia de células pluripotentes de origen epitelial yo dal
asiroma de las que, una parie, puede diferenciar en cultive a células gue
gxpresan algunos marcadores caracteristicos de células nerviosas {(Bukovsky
y cols., 2008; Parte y cols., 2011; Gong y cols., 2010; Stimpfel v cols., 2014),
proceso promovide mediante la adicidn de algunas hormonas esteroides al
medio de cultivo.

Las condiciones de los sistemas de cultivo para la obtencion de CTN/CPN a
partir de la especificacion, expansién y diferenciacion de células troncales
embrionarias y de células pluripotentes inducidas, son actualmente bien
conocidas {(Yan y cols., 2013, Naka y cols., 2008). Existen medios de cultivo
comerciales formuladoes para conseguir avanzar en cada etapa del proceso de
derivacion in vifre. En general, los medios definidos que se utilizan en Iz etapa
de especificacidn y expansidn, contienen, sdemas de aditivos esenciales, los
mitégenos EGF y FGF-2, fundamentales en el proceso de especificacion de las
células pluripotentes al linaje neurcepitelial, en el mantenimiento del estatus
indiferenciado de estas celulas, en su actividad proliferativa y en su capacidad
de auto-renovacién (Eisellova y cols., 2008, Nieto-Estévez y cols., 2013}, La
diferenciacion terminal de células ya comprometidas con el linaje neural se
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consigue retirando los factores inductores de proliferacion, ¢ incorporando
faciores de diferenciacidn al  medic  definido, como  BDNF
{brainderivedneurctrophicfacion), GDNF (glial cell derived neurctrophic factor),
PDGF (platelet-derived growth factor), o suero fetal bovino (1%), ademas de
aditivos esenciales.

A pesar de todos los avances alcanzados, se sigue investigando para
determinar métodos allernativos, méas sencillos, eficaces y rapidos.
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Descripcion detallada de iz invencién
Metodo para obtener células troncales neurales y celulas progenitoras neurales
a partir de {ejido cortical ovarico no embrionario.

Un aspecio de la presente invencidon se refiere a un método para obtener
células troncales neurales y células progenitoras neurales (CTN/CPN) a partir
del tejido cortical ovarico postnatal-prepiber. Se trata de un método alternativo
con ventajas con respecto a las metodologias en uso actual en diversas
aspecies de mamiferos, a partir de embriones preimplantacionales {(células
troncales embrionarias), de células somaticas reprogramadas genéticamente
{células pluripotentes inducidas), o a partir del cerebro fetal o postnatal con
fines meramente experimentales, yva que se utilizan muestras gue han podido
ser tomadas con anterionidad y conservadas. Dichas muestras pueden
proceder de animales mamiferos, incluyendo 1a especie humana. Este método
incluye los siguientes pasos:

a} fragmentar una muestra de tejido cortical ovarico de hembra en edad
postnatal-prepiber hasta obiener fregmentos de dimensiones iguales o
menores a 1,0 x 1,0 mm;

b} digerir enzimaticamente los fragmentos de tejido cortical ovarico;

¢} disgregar mecanicamente los fragmentos digeridos del paso by,

d} eliminar los foliculos ovaricos preantrales y los ococitos de los fragmentos
diagregados del paso ¢), por filtracidr,

&} incubar las células obtenidas mediante os pasos a) — d) durante 6-21 dias
en placas tapizadas con fibronectina v en medio de cultivo completo, que
incluye medio esencial o de mantenimiento libre de suero, suplementado con
albamina, insulina, transferrina, selenio y colesterol, en el gue no se incluyen
factores de induccidn y/o expansion neural.



WO 2018/100212 PCT/ES2017/000143

5

[
25

3¢

~J

Por factores de induccidn neural se entienden aguellos faciores gue gjercen su
accidn en las células pluripotentes v causan el proceso de especificacidn
calular hacia el linaje neurcepitelial. Por faclores de expansidn neural, se
entienden aguellos gue estimulan la proliferacidon de las ceélulas troncales
neurales v progenitores neurales. Eiemplos de faciores de induccion neural
son: FGFZ (factor de crecimiento de fibroblastos tipo 23, Nogina, Cordina,
Folistatina, Cerberus, XNr3 v Sonic hedgehog (SHH), siendo e factor de
crecimiento epidérmico (EGF) el principal factor de expansion utilizado, asi
como también FGFZ2, HGF {(faclor de crecimiento de hepatocitos), e 1GF-
{factor de crecimiento insulinico tipo 1).

El medio de cultivo puede incluir antibidticos yfo antimicoticos para impedir la
contaminacion por bacterias y hongos.

Ademas, el medio completo puede contener como aditive hormona foliculo-
estimulante (FSH}, lo que aumenta el rendimiento en la obtencién de
CTN/CPN. Preferentemente, la FSH se afiade al medio en una concentracion
comprendida entre 20-100 ng/mit.

Bl método de la invencidn se puede aplicar a muestras de tejido cortical ovéarico
postnatal-prepiber de mamiferos, incluyendo mamiferos humanos.

En esta memorna descriptiva, se utilizan indistintamente los términos “tejido
cortical ovérico™ y “cortex”

Mediante este método, se aislan y cultivan células de! tejido cortical del ovario
postnatal-prepliber y se obtienen, de forma homogénea y consistente, células
(ue expresan genes y proteinas caracteristicos de CTN/CPN. Tras 8-21 dias
de cultive, se obtienen abundantes neurcesferas, ssferoides cuyas células
expresan genes caracteristicos de CTN/CPN, como son: nestina, vimentina,
SOX2, PAXE, p75 v transcritos caracteristicos de diferenciacion neural, como
son: DOX (neuronas), GFAP (astrocitos} v Oligd (oligodendrocitos).

Las celulas obtenidas mediante el método de la invencidn pueden ser utilizadas
en el desarrollo de modelos experimentales para investigacion béasica en
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neurogénesis y en modelos de autotrasplante en medicina regenerativa del
sistema nervioso.

£n esta invencidn, las células de origen pueden obtenerse utilizando muestras
gque hayan sido tomadas de tejido cortical ovarico, lo que supone un avance
cualitativo notable respecto a los sistemas convencionales para su aislamiento
a partir de embriones preimplantacionales, permitiendo superar 1as barreras
sticas v legales que afectan, en este sentido, a la especie humana. Por ofra
parie, este méiodo proporciona una mayor sencillez en los procedimientos de
obtencidn de estas células cuando se utilizan animales de experimentacion. La
definicién del método especifico y las condiciones del cultivo, gque permiten
obtener una poblacion celular uniforme, con  identidad molecular
correspondiente a células troncales neurales v progenitores neurales, aporta
avances significativos respecto a los procedimientos habiluales de aislamiento
de estas células, que se encuentran en nichos neurogénicoes del cerebro en la
edad postnatal y adulta, como el giro dentado del hipocampo o la zona
subependimal. El elevado rendimiento del procedimiento de la invencién, en la
produccidon de células con marcadores de CTN/CPHN, permite plantear la
realizacion de ensayos de autotrasplante autdlogo de células comprometidas
con el linaje neural, en programas de terapia celular de patologias
neurologicas. Ademas, las CTN/CPN oblenidas pueden ser utilizadas en
modeios experimentales de neurogénesis in vitro, en diferenciacidn dirigida de
CTN/CPN para generar diversos tipos de células nerviosas de interés sn
medicina regenerativa del sistema nervioso, ast como para la evaluacion ds
neurotoxicidad de diversos farmacos, contaminantes y compuestos quimicos.

Breve descripeion de las figuras

FIGURA 1. Graficas representativas de la caracterizacion de la suspensién
celular inicial, por citometria de flujo, que demuestran i3 expresidn vy
localizacidn de los antigenos de superficie especificos de células troncales
embrionarias, TRA-1-60 y SSEA4, cuyo marcaje se evalud de forma individual
{B, €} y combinada (D), respecto al control negative (A), representado por-d-,
FIGURA 2. Microfotografias representativas del proceso de formacidn de
esferoides similares a cuerpos embricides, durante la primera (A, B) vy segunda
{C-F) semana en cultivo.
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FIGURA 3. Microfotografias que muestran la salida de grandes células desde
fos esferoides, que migran activamente (A, B) hacia areas especificas del
soporte de cultivo, en las que parecen reagruparse {C). Las células que salen
de los esferoides, presentan un elevado ratio voluméirico ndcleo:citoplasma y
frecuentes mitosis (D, E}.

FIGURA 4. Microfotografias representativas de los procesos de diferenciacion
de ias células que emergen de los esferoides, gue adquieren apariencia
morfoldgica de células nerviosas diferenciadas (A, B, E), vy en diferenciacién
(G, B, FL

FIGURA 5. Representacion grafica de la evolucién temporal (D, iempo en dias)
de los didgmetros de los esfercides (€ um}, en medic completo (€} y en medic
completo con FSH como aditive (FSH). Los ndmeros (1, 2, 3, 4} v las lefras (a,
b} indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.01}, debidas al
tiempo dentro de cada tratamiento {(C o FSH) y entre tratamientos en cada
punto temporal, respectivamente.

FIGURA 8. Representacidn grafica de la cuantificacion relativa (RQ) de los
transcritos caracteristicos de pluripotencialidad, SOX2 {A), OCT4 (B) y Nanog
(€} determinada mediante RT-PCRQ, durante las tres semanas del cultivo, en
fos dias (D) de muestreo correspondientes, respecto a sus niveles de expresion
en 13 suspension celular de partida (0, eje horizontal), en medio de cultivo
completo (C) y medio de cultivo completo con FSH (FSH). Los nimeros (1, 2,
3} v las letras (a. b) indican diferencias sstadisticamente significativas (p<0.01)
en la expresion temporal de cada trénscrilo v debidas a ia adicidn de FSH al
medio de cultivo, respectivamente.

FIGURA 7. Representacidn grafica de la cuantificacion relativa (RQ) de los
marcadores caracteristicos de CTN/CPN, nestina (A), vimentina (B), PAXS (C}
¥y p/& (I, determinada mediante RT-PCRQ, durante las tres semanas del
cuitivo en los dias (D) de musestreo (10, 18, 21), respecto a los niveles de
expresidon de cada transcrito en la suspension celular de partida (0, sje
horizontal). Los numeros {1, 2, 3) v las lefras (8, D) indican diferencias
estadisticamente significativas {(p<0.01), en ia expresidén temporal de cada
transcrito y debidas a la adicidn de FSH al medio de cultive en cada punto
temporal, respectivamente.

FIGURA 8. Represeniacién grafica de la cuantificacidn relativa (RQ) de los
marcadores caracteristicos de diferenciacidn neural, doblecortina (DCX; A),
proteina fibrilar acida de la glia (GFAP; B), v del factor de transcripcidn de
oligadendrocitos 4 {(OLIG4; C), determinada mediante RT-PCRQ, durante las
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tres semanas de cultivo, en los dias {£) de muestres correspondientes,
respecto a los niveles de expresion de cada franscrito en la suspensidn celular
de partida (0, eje horizontal). Los numeros (1, 2}, v 1as letras (g, b} indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01}, en 12 expresién temporal
de cada transcrito y debidas a la adicién de FSH al medio de cultivo en cada
punto temporal, respectivaments,

FIGURA 8. Microfolografias representativas de la inmunclocalizacion de
nesting (A}, vimentina (B), PAXG (C) v p75 (D), en los esferoides oblenidos
mediante el método de cultive de la invencion.

FIGURA 10. Imagenes representativas de los analisis de caracierizacion de la
poblacion celular por citometria de flujo, llevados a cabo sobre la suspensién
celular de partida previa al cultivo (A), v en el dia 6 de cultivo, en los grupos M1
{8}, M2 (C) y M3 (D).5e analizan nestina (NEST), SOX2 (SOX), PAXE (PAX) v
n?5 (P75).

FIGURA 11. A-B: Cortes semifinos tefiidos con azul de metileno. A: Esfergide
en el que se distinguen dos partes: la regién central ¢ "core” v la periférica,
astructuralmente similar a un epitelio. B. Detalle de la imagen A, a mayores
aumentos, que muesira la interaccién entre las células de Ia regidn central y Ia
periférica del esferoide. C-G: Ultramicrofotografias de los esfercides. C: Célula
que ha abandonado el esferoide. D: Las células claras se localizan en la regién
peritérica del esferoide. E: La regién central del esferoide contiene células
osguras y compactadas por aposicidn de sus membranas v abundante
degeneracidn celular. F, G La imagen D, a mayores aumentos, permite
observar celulas con nicleos indentados (puntas de flecha) y citoplasmas con
abundanies cisternas de reticulo endopldsmico rugoso (flechas), mitocondrias
{m} y filamentos (f). Barra de calibracidén: 100 um (A); 50 um (B); 1 um (C, G):
& pm (D), 10 um (E}; 2 pm (F}.

FIGURA 12.A-C: Ultramicrofotografias de los esfercides gue muestran detalles
del ciloplasma de las células claras: A Filamentos agrupados (flecha). B
Abundantes estructuras similares a lisosomas vy fagosomas (flecha). ©:
Superficie apical de las células claras con abundantes microveliosidades bien
desarrolladas; interdigitacion en e! drea apical de las membranas (punta de
flecha}. Las flechas indican la presencia de uniones intercelulares adherentes.
D: Células oscuras en la regién interior del esfercide que muestran nicleo
reficulado  (flecha) y aposicién de membranas. E: Uniones y contactos
intercelulares en las células claras: uniones adherentes (flechas peguefias),
fuerte interdigitacion (punta de flecha) y procesos citoplasmaticos con
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interdigitaciones labiles con células adyacentes (flecha grande). F: Imagenes
de degensracion celular (probablemente apoptosis) en la regidn central del
esferoide. Barra de calibracion: 0.2um (A); 1 um (B, C, D), 2um (E); Sum (F}.

Modo de realizacion de la invencin
1.- METODO DE OBTENCION DE CTN/CPN

1.1.- Material bioiégico de partida: para este ejempilo, se utilizd tefido cortical
gvarico de hembra ovina prepuber {Ovis arfes). El material bioldgico se obtuvo
en los mataderos de Alpedrete (Carmnes Alpedrete, SAT), de Colmenar Viejo
{Carnica Colmenar, SC) y de Leganés (Transformacion Ganadera de Leganés,
SA}, en Madrid. Los ovarios se disecaron de la canal, inmediatamente después
dei sacrificio, y se transportaron al laboratorio en envases estériles conteniendo
medio de cultive (M189, Sigma, ref. M7528), con antibidtico y antimicético
(antibidtico, antimicético 100X Giboo, Life Technologies, ref. 15240), en nevers,
a 2-8°C. Al legar al laboratorio, se transfirieron a envases con medio renovado
con antibidtico y antimicdtico, previo al procesado.

1.2.- Obtencion de fragmentos del tejido cortical ovarico: ios ovarios se
situaron sobre placas de Petri, en hielo, y se realizaron cortes repetidos, en
areas desprovistas de foliculos antrales visibles macroscopicamente y bajo el
microscopio  estersoscopico, hasta obtener fragmentos de dimensiones
inferiores 3 1,0 X 1.0 mm. En promedio, se utilizaron unos 15-20 ovarios en
cada sesion experimental y se llevaron a cabo unas 40 sesiones para la puesta
a punto del método.

1.3. Preparacién de medios:

134~ Preparacién del medio de digestion enzimatica: se pesaron: 0,08 g
de albUmina sérica hovina (BSA, Sigma, ref. AB418), 0,12 g de colagenasa tipo
1A (Sigma, ref. C2674). Se afiadieron 20 mi de solucién Hanks con Ca® y Mg?*
{Sigma, ref. H9289), previamente atemperada a 37°C, 2000 Ul de DNAsa
{Sigma, ref. D4513). La mezcla se esterilizé por paso a través de filtro de 0,22
um de poro (Millex GP, ref. SLGPO33RS, Millipore) y se afiadieron 200 ul de
antibidtico y antimicdtico.

1.3.2.- Preparacion del medio de resuspensién: se pesaron (0,04 g de BSA
y se afadieron 10 ml de solucion Hanks sin Ca® ni Mg?, previamente
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aternperada a 37°C, y 1000 Ul de DNAsa; la mezcla se esterilizd por filtracidon
y sg aftadieron 100 yl de antibidtico y antimicdtico.

1.3.3.- Preparacion del medio completo y medio control: se pesaron 0,209
de BSA v se anadieron 50 mil de medio M159 con 25mMHepes (Sigma ref.
M7528), previamente atemperado a 37°C, 500 pl de ITS {Insulina, transferrina
y selenio, Sigma, ref.i3146-5ML), 100 ul de Synthecol {colesterol, Sigma ref.
55442} y FSH (hormona foliculo estimulante) ovina {0 ¢ 50 ng/mi, en grupos
cantrol (M2} v en grupos fratados con FSH (M3), respectivaments; National
institute of Diabeles & Digestive & Kidney Diseases, Ref. NIDDK-oF&SH-18
AFPS8620). La mezcla se ssterilizd por filtracion y se afadieron 500 yl de
antibidtico vy antimicstico. Este medio de cultivo se utilizd en los cultivos de un
mes de duracién, gue sirvieron para establecer el método v realizar la
caracterizacion molecular, estructural v ultraestructural de los esferoides. Se
maniuvieron los dos grupos de tratamiento {control y FSH) a lo largo de tres
semanas de cultive, en todas las repeticiones experimentales.

1.3.4.- Preparacién del medio control positivo: su composicion es idéntica a
ia del medio completo control {sin FSH}, suplementado con EGF (20 ng/mi,
Sigma RefE86844) v FGF-2 (20 ng/mi; Sigma Ref. F02981). Este medio de
cuttivo (M1} se utilizd en el grupo control positive de induccién neural, en los
experimentos realizados para contrastar comparativamente la eficiencia del
metodo de cultive que se presenta, en los que el periodo de cultivo fue de una
semana.

1.4.- Digestion enzimatica de fragmentos de cériex: en Ia cabina de flujo
laminar, se transfirieron los fragmentos de ¢ortex, obtenidos segin se describe
en ef gjemplo 1.2, a un vial con medio de digestién enzimatica. La mezcla se
mantuve en agifacidn suave y permanente a 37°C durante 30 minuics; se
centrifugd {500 g, 10 min, a temperatura de laboratorio), se elimind el
sobrenadante y se afiadieron 10 ml de medio de resuspension.

1.5.- Resuspensién y disgregacion mecénica de fragmentos: en la cabina
de Hujo laminar v con pipetas Pasteur de diametro de punta decreciente, se
sometid la suspensidn a aspiracidn repetida, con el fin de conseguir la
disrupcidn mecanica de los fragmentos no disgregados por el enzima; se
centrifugd {500 g, 12 min, a temperatura de aboratorio); se elimind el medio
scbrenadanie, y el pelle! se resuspendid con medio completo.



WO 2018/100212 PCT/ES2017/000143

it

et
48

20

i
A5

13

1.6.- Preparacion de la suspensién celular mediante filtracidn: para
aliminar de la suspensién celular los foliculos ovéricos preantrales en desarrolio
y los cocitos, ésta se sometid a un proceso de filtracion sucesiva a través de
malla de 100 um, 70 ym vy, finalmente, 40 pm de trama (Cell Strainer, Beckion
Dickinson, BD Falcon}.

1.7.- Anélisis de Ia viabilidad celular: se retivd una alicuota de la suspensidn
{20 ul), se anadid el mismo volumen de solucion azul tripan (Sigma, ref. T8154)
y s& realizé un recuento de células viables vy no viables al microscopio ptlico,
en la camara de Neubauer. Los porcentajes de viabilidad media estuvieron
comprendidos entre el 70 v of 80%.

1.8.- Cultive de células corficales ovaricas.

1.8.1.- Preparacion de las placas de cultivo: las placas de 24 pocilios

(Nunclon Delta, rel 142475) se tapizaron con una solucién de fibronectina

{Bigma, ref. F4759; 10 yg/ml en medio M188), ¥ se mantuvieron enla estufa a

37°C, 8% COz v humedad a saturacidn, durante 24 horas previas al cultive.

1.8.2.- Cultivo celular: se retird la solucidén de fibronecting, se dispensd un

volumen de suspension celular que contenia 500.000 células vivas, en cada

pocillo v se afiadié medio de cultive completo atemperado, hasta un volumen
final de 500 ui,

« En los experimentos que permitieron establecer e método de cultive v
realizar la caraclerizacién molecular, estructural v uitraestructural de los
gsferoides, las céluias se cultivaron durante 3 semanas a 37°C, con 5% de
CO2 v humedad a saturacidn.

e ina vez establecido sl método de cultive, en los experimentos cuyo
objetive fue definir el curso temporal del proceso de especificacion vy
expansion, para obiener CTN/CPN, las células se cultivaron durante 6 dias
a 37°C, con 5% de CO2 v humedad a saturacion.

« Bl medic de cullivo se reemplazd por medio rencovado de igual
composicidn, cada 48 horas v se almacend a -20° C en viales individuales
identificados, para la realizacién posterior de analisis de hormonas y de
factores reguladores locales.

2.- PRUEBAS DE VALIDACION DEL METODO Y RESULTADOS
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2.1.-El  tejido cortical ovérico contiene celulas pluripotentes,
antigénicamente similares a las células troncales embrionarias. Se realizd
el andlisis de la poblacién celular de la suspensidn de partida, mediante
citometria de flujo, utilizando anticuerpos para TRA-1-80 vy SSEA4, (Milli-
MarkTM, Merck-Millipore, Anli-SSEA-4, Clone MC-813-70 PE conjugate, ref.
FCMAB 116P y Anti-TRA-1-80, clone TRA-1-60 FITC conjugate, ref. FCMAB
115F), que reconocen especificamente glicoproteinas de membrana de células
troncales embrionarias de la especie humana. La suspensidén celular se
prepart como se describe en los gjemplos 1.4-1.8. Se dispensaron 500.000
células vivas en cada uno de 4 viales eppendor, se lavaron con 500 yl de
solucion tampén fosfato (PBS) atemperado vy se resuspendieron en medio de
mcubacion (PBS, 2mM EDTA, Sigma ref. E-6758), 1% de BSA sin anlicuerpos
{control negativo} o con anticuerpos (5 pi de cada anticusrpo de forma
individual v combinada), hasta un volumen final de 50 ui, manteniendo la
incubacién durante 30 minutos a 2-8°C, protegida de la luz. Seguidamente, se
afladieron 500 yl de PBS a 2-8°C a cada vial, se centrifugaron las muestras a
200 g durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendié cada
pellet con solucion de paraformaldehido (Sigma, ref. P5148) al §,5% en PBS.
Las muestras se mantuvieron protegidas de Ia luz, a 2-8°C, hasta el analisis
por citometria de flujo, 24 horas después, en muestras de la poblacion celular
comprendida entre 25.000 y 50.000 céluias.

Resultados: EI 14,89% de las células presentd inmunorreactividad a TRA-1-
G0 y entre el 1,50% y el 4% a S8EA4 (Figura 1). La practica totalidad de las
celulas gue expresaron este Ulimo marcador, colocalizaron TRA-1-80. Un
12,96% de las células localizaron TRA-1-60 exclusivamente. Ello indica que
aproximadamente el 15 % de las células del tejido cortical ovarico son células
troncales adultas, similares antigénicamente a células troncales embrionarias.

2.2.- Con este método de cultive, las células del tejido cortical ovarico
forman esferoides similares a cuerpos embrioides. Durante las 3 semanas
de cullivo, en cada una de las réplicas sxperimentales, se llevaron a cabo dos
puntos semanales de evaluacién de la dindmica de organizacion celular en el
cultivo, y la valoracion morfométrica del desarrollo de los esferoides generados
in vitro, en los que se determiné el didmetro de un ndmero aproximado a 200 v
su evolucion durante el periedo de cultivo. Las mediciones se realizaron scbre
imagenes fotograficas de los cultivos bajo un microscopio invertide (Nikon
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Eclipse T/ 3) provisto de camara digital (Nikon DS-Fil) y software para analisis
de imagen (NIS-D-Elements, Nikon). Se evalud la influencia de la adicidn de
FSH al medic de cultivo completo sobre el desarrollo de los esfercides in vifro.
Se consignaron los hallazgos relacionados con procesos de proliferacidn,
migracién y diferenciacidn celular hacia tipos celulares especializados.

Resultados: desde el inicio del periodo de cultive, en particular desde el dia 3,
se observd que una proporcién significativa de células iniciaba la formacién de
agregados que experimentaron un incremento progresivo en sus diametros,
hasta formar esfercides compactos al final de la primera semana de cultivo
{Figura 2). Se contabilizaron, en promedio, entre 85 y 75 esferoides en cada
pocilio de cultivo. Como hallazgos notables, se registraron: la presencia de
frecuentes mitosis durante todo el periodo de cultivo (Figura 3D, E}, Ia aparicién
de patrones de migracidn ordenada de células de gran diametro con un elevado
ratio nucleo-citoplasma desde los esferoides al soporte de cultive circundante
(Figura 3A-C), desde el final de la primera semana, y la presencia de
abundantes células con morfologia neural diferenciada (Figura 4), durante la
segunda semana de cultivo. Los esfercides alcanzaron el maximo desarrollo
en la segunda semana, con didmetros comprendidos entre 120 v 200 ym, que
experimentaron una disminucidn (p<0.01) desde ¢l final de la segunda semana
en adelante (Figura 5).

La adicion de hormona FSH al medio de cultivo completo, causd incrementos
significativos en los diametros de los esferoides (p<0.01), en la segunda y
tercera semana de cultive, respecto a los cultivos no expuestos a la honmona,
como muestira la grafica correspondiente (Figura 5).

2.3.- Los esfercides presentan una actividad fosfatasa alcalina intensa y
consistente a lo largo del cultive. La deteccion de la actividad fosfatasa
alcalina se utiliza como analisis cualitativo inicial en ia caracterizacién de
células pluripolentes.

Cada semana, comenzando desde el dia 5 de cultivo, se realizd of analisis de
la actividad fosfatasa alcalina en un ndmero representativo de pocillos. Se
utilizd un kit comercial (Alkaline Phosphatase Detection Kit, Millipore ref.
SCRO04, Merck-Millipore) segun ias indicaciones del fabricante.



WO 2018/100212 PCT/ES2017/000143

14

i3

20

25

30

T
4y

16

Resultados: se detectd una actividad fosfatasa alcalina intensa en ia lotalidad
de los esferocides durante el periodo de cullivo, gue resultd ser maxima en las
dos primeras semanas del mismo. En (8 tercera semana, en los aesferoides de
mayor didmeilro, esta actividad se restringio a las células periféricas.

2.4.-La caracterizacién molecular de los esferoides a lo largo del cuitive
demuestra la  expresion predominante de  transcritos de
pluripotencialidad y del linaje neurcepitelial.

2.4.1.- Expresion de genes especificos de pluripotencialidad.

Se analizd la expresion de los factores de transcripeion OCT4, Nanog y SOX2,
por RT-POR cuantitativa, en I3 suspension celular preparada antes del cullive
{dia 0} v en tres puntos temporales de muestreo durante las tres semanas de
cultivo (dias 10, 15y 21}, en extractos de ARN total obtenidos a partir de lisadoes
de 300 esferoides por tratamiento y punto de muestreo en cada sxperimento,
con tampdn de lisis (Solucién tampédn de lisis celular; Ambion, ref 8540G2), en
higlo. Bl ARN se extrajo en columnas de purificacidn (Kif RNeasymini kit,
Quiagen, ref. 74104} y después del tratamiento con DNAsa (Turbo DNA Free
Kit, Ambion ref. AM1907) se sometis a andlisis por RT-PCR cuantitativa, en ia
Unidad de Gendmica Antonia Martin Gallardo del Pargue Cientifico de Madrid
en e Campus de Canioblanco, segin procedimientos habituales. El disefio de
los cebadores utilizados en el andlisis se basé en las secuencias de los ARN
mensajeres correspondientes a OCT4, Nanog, v SOX2Z en la especie ovina,
publicadas por el NCBI (National Center of Biotechnology information), cuyos
numeros de acceso aparecen detallados en ia tabla 1.

Los niveles de expresidn de cada transcrite, determinados en la suspension
celular antes del cultivo (D0}, fueron adoptados como valores de referencia
para la cuantificacion relativa de cada uno de ellos a lo large del tiempo en
cultive, en cada grupo (C vs F8BH).

Resultados: Como se muestra en la Figura 8, Ia expresidn de los transcritos
asociados a pluripotencialidad, OCT4, Nanog y SOXZ, se mantuvo en los
esferoides a lo largo de las tres semanas de cultivo, con varaciones
temporales. El resultado mas destacable de estos experimenios fue ef
incremento en la exprasion de SOX2 registrado el dia 10 de cultive, respecto a
los niveles de expresidn de este transcrite en la suspension celular de partida
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{Figura BA). La transcripcién de SOX2 se mantuvo por encima de los niveles
basales (D0) a lo largo del cultivo, siendo superiores en el grupo tratado con
FSH (FSH) a los 21 dias (D21), respecto al grupo conirol (C). Frente al
incremento en los niveles de transcripeion de SOX2, OCT4 (Figura 88} v Nanog
(Figura 8C) experimentaron, de forma simultanea, una disminucidn en la
expresion respecto a sus valores de referencia (DO) que, en el caso de OCT4
{Figura 68}, remontaron hasta superar los mismos el dia 21 en cullive (D213,
en presencia de FSH (Figura 88).

Cuando las células son pluripotentes, tanto en troncales adultas como
embrionarias, la expresion equilibrada de estos tres transcritos (OCT4, NANOG
y SOX2) mantiene a la célula en un estatus indiferenciado v con capacidad de
autorrenovacion permanente. En el primer paso de eleccion del destino celutar,
la especificacidn produce el predominio en la expresion de uno de los tres
transcritos. Bl predominio en la expresién de S0OX2, sobre la de OCT4 y
NANOG, dirige Ia especificacién celular hacia ef linaje neuroepitelial, es decir;
la célula inicia el proceso de derivacion hacia ese destino. El primer tipo celular
que surge asi es la célula troncal neural, con elevada expresidn de SOX2,
ademas de nestina, vimentina y otros. La célula troncal neural es particular
porque s aun multipotente v, si esid expuesta a la accion de determinados
factores, puede diferenciarse a células de diversos tejidos. Cuando la célula
froncal neural avanza en su proceso de diferenciacion, la expresion de S0X2
disminuye.

2.4.2.- Expresién de transcritos caracteristicos de especificacién vy
diferenciacion neural,

Se analizé la expresion de nestina, vimentina, PAX8 y p75 como transcritos
marcadores de especificacion neuraly de DCX, GFAP y Olig4, como transcritos
asociados a diferenciacién neural (neuronas, astrocitos vy oligodendrociios,
respectivamente). Se siguid el procedimiento descrito en el apartado 2.4.1. Las
secuencias de los cebadores utilizados se detallan en Ia tabla 1.

Los niveles de expresidn de cada transcrito, determinados en la suspensién
celular antes del cultive (B0}, fueron adoptados como valores de referencia
para la cuantificacion relativa de cada uno de elios a lo largo del tiempo en
cultivo en cada grupo (C vs F8H), comoen 2.4.1.
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Resultados: La transcripcidn de nesting, vimentina, el receptor de
neurotrofinas p?8 v PAXS, marcadores caracteristicos de CTN/CPN, fue
predominante en todos los puntos temporales de andlisis a lo largo del cultive.
La expresidn de los cuatro marcadores aumentd (p<0.01) respecto a los niveles
de transcripeidn de los mismos en la suspensidn celular de partida (Figura 7 A-
1. En el caso de nestina (figura TA), vimentina (figura 78} v de receptor de
neuratrofinas p75 {figura 7D), ef incremento en el nivel de expresion respecio
a los niveles de referencia (B0) se constatd en el muestreo del dia 10 {D10) de
cultivo, ¥y en el caso de PAXE (figura 7C), su transcripcién experimentd
incrementos sosienidos en el tiempo, cuantificados desde sl dia 10 en adelante
{(D10-D15-D21), siendo significativamente superiores en presencia de FSH gue
en su ausencia (C}. La expresion de p75 (Figura 7 D) disminuyo6 a partir del dia
10 de cullive, siendo esta disminucion significativa el dia 15 en presencia de
FSH (FSH) v el dia 21 en medio completo sin FSH {(C).

También fue predominante la expresion de los trénscritos asociados 2
diferenciacidn neural (Figura 8}, doblecortina {DCX; figura 8A), proteina fibrilar
acida de la glia (GFAP, figura 8B) vy factor de transcripcion de oligodendrocitos
4 {Olig4,; figura 8C). El andlisis de expresidn reiativa de los tres marcadores an
cada punio temporal demostrd ol predominio de expresion de GFAP y DCX
sobre la transcripcion de Oligd (GFAP>DCX>Clig4). Resulté destacable el
incremento en 1a expresion de DCX y GFAP en los esfercides, en el intervalo
comprendido desde el inicio del cultive {D0) al dia 10 (210}, con disminucion
posterior {018, D21) hasta los valores de referencia {30}, tanto en presencia
{FSH} como en ausencia de FSH (C). En relacidn con ias variaciones de
expresion de Olig4, la adicidn de FSH al medic de cultive completo causd
incrementos significativos en su transcripcién (p<0.01), en los dias 10y 15 dal
cultivo.

Los niveles de exprasidn de cada transcrito, determinados en la suspensién
celular antes del cultivo (DO}, fueron adoptados como valores de referencia
para la cuantificacion relativa de cada uno de elios a lo largo del tiempo en
cultive en cada grupo (C vs FEH).

2.4.3.- Expresion relativa de transcritos de los tres estratos germinativos
{ectodermo, endodermo y mesodermo), de pluripotencialidad y de
especificacion e induccion neural.
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Se realizd un analisis de cuantificacién relativa de transcritos caracteristicos de
ectodermo (nestina), endodermo {alfa-fetoproteina) y mesodermo (Brachyury).
Se siguid el procedimiento descrito en el apartado 2.4.1. Las secuencias de los
oligonucledtidos utilizados se detallan en la tabla 1.

Resultados: La expresion de transcritos de pluripotencialidad, OCT4, S0X2y
Nanog, se mantuve a lo largo del cultivo, pero a un nivel significativamente
inferior (p<0.01) respecto a la expresidn de nestina, p75, vimentina, DCX,
GFAP y Olig4, en las dos primeras semanas, y respecto a PAXS en la segunda
y tercera semana. La expresidn de transcritos de pluripotencialidad se mantuvo
en niveles similares o incluso algo superiores a la expresidn de los genes
caracteristicos de especificacion de endodermo (AFP) y mesodermo
{Brachyury}. La expresion de Brachyury, disminuyd en la primera semana de
cultivo respecto a los niveles de partida (p<0.01) y se mantuvo con niveles en
el limite de deteccidén de la técnica en ia segunda vy tercera semana. La
expresion de AFP, residual al igual que la de Brachyury, experimentd un
incremento en la primera y segunda semana de cultivo, respecto a los valores
cuantificados en la suspension celular de partida. La expresion predominante
fue por tanto la de transcritos de especificacién vy diferenciacion neural.

Tabla 1. Relacién de transcritos y oligonucledtidos utilizados en los analisis.

Transcrito Ndamero de QOligonucledtidos SEQID
acceso NG

0OCT4 AM_004018868.3 | F CAAATCAGCCACATCGCC 1

R AGAACCACACTCGGACCA 2

Nanog FJe706581 .1 F GCACAGAGAAGGAAGAGAAGG 3

Exon 2-3 R GCTGGAGACTGAGGTATTTICTG 4

SOX2 XE6987 1 F GGAGGACAGCAAGAAACAG 5

R GCGTGAGTGTAGATGGGA 8

Nestina XM_004002626.1 | F CTCCAGAACTACTAAAGCCTACAG 7

R CCAGCGACTCTTGACTTTCC 8

Vimentina XM_004014247.1 | F GTTTCCAAGCCTGACCTCAC 9

R GACTTGTACCATTCCTCAGCC 10

P78 AM_004013355.1 | F CTCATCCCTGTCTATTGCTCCA i

RTTCCACCTCTTGAAGGCGA 12

FPax6 AM_004016373.1 | F AACATCCTTTACCCAAGAGCA 13
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RITTCTCGGGOAAACACATITG 14
Alfa- XM_0D4008803.1 | F ATGAATACTCAAGAAGACACCCAG 15
fetoproteina R OGAACCACTCTTTGAAATATCCO 16
Brachyury XAM_004011480.1 | F AACGCCATGTACTCOTTCCTY 17
R CCCGTTCACGTACTTCCAG 18
Doblecortina | XM_004022416.1 | F- COAGAAGAAAGCCAAGAAGGT 14
R- CAGAGGACACAGCGTACAL 20
GFAP XM_004012082.1 | F- GAAGCAGATGAAGCCACCC 21
R- CTCAATCTTCCTCTCCAGATCCA 22
{Oiig4 AM_004022161.1 | F- GCCCATATCCACTCTTTACCC 23
R- TTCTCAGTACCCABGTTAGCA 24

2.5.- Las células que integran los esferoides expresan mayoritariamente
marcadores de CTN/CPN: experimentos de inmunolocalizacién,

En muestrecs representativos de esferoides obtenidos en los dias 10, 15y 21
de cultivo, se llevo a cabo la inmunoclocalizacion de nestina, vimentina, PAX6 y
del receptor de neurotrofinas p75. Este andlisis se efectud sobre cortes
seriados de los esfercides incluidos en parafina en grupos (30-40 esferoides
por grupo de tratamiento y tiempo en cada blogue), utilizando anticuerpos
primarios y reactivos comerciales de inmunohistoquimica {(Novolink Polymer
Detection System, Novocastra ref. RE71580-K), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

La incubacidn con anticuerpos primarios se llevd a cabo en camara himeds,
en las siguientes condiciones: el anticuerpo anti-PAXS (ref. HPAQ3D775,
Sigma-Aldrich, Inc, Saint Louise, USA) se ulilizé a una dilucion 1:400, en
incubacidn durante la noche a 2-8°C; el anticuerpo anti-p75 (NGFR p75; ref.
N3B08, Sigma Aldrich, Inc, Saint Louise, USA) se utilizé a una dilucién 1:1500,
en incubacidn durante Ia noche a 2-8°C; el anticuerpo anti-vimentina {clone V8
Dako Glostrup, Denmark) se utilizd a una dilucién 1:500, con incubacién
durante 1 hora a temperatura de laboratorio; el anticuerpo anti-nestina (ref.
N5413 Sigma Aldrich, Inc, Saint Louise, USA) se utilizd a una dilucidén 1:200
con incubacién de 1 hora a temperatura de laboratorio. La inmunolocalizacisn
se reveld con diaminobencidina vy los cortes se sometieron a confraste con
hematoxilina. Después del montaje, se procedio al analisis de imagen vy
recuenio de células positivas y negativas para cada marcador.
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Resultados: Los porcentajes de células con inmunolocalizacion de los
marcadores de CTN/CPN, nestina, vimentina, p75 y PAXE, durante las tres
semanas de cultivo, se defallan en la tabla 2. Ni el tiempo en cultivo, ni la
adicidn de FSH al medic influyeron en los porcentajes de células con
inmunolocalizacion de nestina y vimentina. La adicidén de FSH al medio, redujo
el porcentaje de células con inmunolocalizacidn de PAXS sdlo ol dia 10 de
cultivo, e incrementd progresivamente los porcentajes de inmunolocalizacian
de este marcador, que resultaron significativos el dia 21 de cultivo, respecto al
dia 10. La adicién de FSH al medio, redujo los porcentajes de ceélulas con
inmunolocalizacién de p75 en los dias 10 v 15 (p<0.05), sin afectar a los
mismos a lo largo del tiempo en cullivo, En la figura 8, se presentan imagenes
representativas de los experimentos de inmunolocalizacidn de nestina (figura
8A}, vimentina (figura 9B}, PAXE (figura 8C) y p75 (figura 9D}

Tabla 2. Resultados de la inmunolocalizacion de los marcadores asociados al
inaje neurcepitelial, nestina, vimentina, p75 v PAXS.

Cuitivo Nestina  Vimentina PAXE prs
dias medic
10 C 43,5155 80.81x1,3  88,268118 §6,30x2,3°

FSH (2546266 7963+5,1 78,0023,8' 7447125°

15 C 44 75258 73,82:34 83,5407 78,9014 .8°
F8H [ 20,94+58 84,58:+108 859520 ©61,3548,8°

21 Cc 49,98453 058136 88723179 76,74211.0
FSH | 44,3688 86,0140 94,2720,30° 70,8898

Los nimeros distintos indican diferencias significativas (p<0.05; ANOVA) entre
los diferentes puntos temporales para cada antigenc, en cada grupo (C vs
FSH). Las letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05; ANOVA) en
la inmunolocalizacion de cada marcador, asociadas a la adicidn de FSH al
medio de cultivo completo {C vs FSH), dentro de cada punto temporal de
analisis.
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2.8.- El proceso de especificacidn tiene lugar desde el dia § de cultivo,
cuando las células colocalizan de forma mayoritaria cuatro marcadores
caracteristicos de CTN/CPN v se mantienen en estado proliferative.

Se realizd un analisis de caracterizacidn celular por citometria de flujo durante
ios primeros seis dias de cultivo, con el objetivo de estudiar fa evolucion
temporal en la expresién e inmunolocalizacidn de marcadores caracteristicos
de células troncales neurales v progenitores neurales y un marcador de
proliferacion celular. Se incluyd un grupo experimental expuesto al medio M1,
descrito en el ejemplo 1.3.3., como medio control positive. Para sllo, las células
se cultivaron segin el procedimiento que se indica en el apartade 1.8, En estos
experimentos, se utilizaron medios y soluciones sin rojo fenol con el fin de evitar
fenomenos de autofluorescencia en las preparaciones celulares, por lo gue se
utilizaron productos equivalentes, exentos de este indicador de pH. Para los
marcajes celulares previos a la citometria de flujo, se utilizaron los anticuerpos
primarios anti-S0XZ {ref. 58072, Sigma Aldrich, Inc, Saint Louise, USA),
nastina (ref. N5413 Sigma Aldrich, Inc, Saint Louise, USA), p75 (ref.N3308,
Sigma Aldrich, Inc, Saint Louise, USA), PAXE (ref. HPAD30778, Sigma-Aldrich,
ing, Saint Louise, USA) y Ki67 (ref. PAD118, Leica Biosystems, Nussloch,
Germany}), marcados con los fluorocromos PERCP {Abcam Per CP
Conjugation Kit ref. ab102807, Abcam, Cambridge, UK), Alexad488 (Apex
Antibody Labeling Kits, ref. A10468; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts USA), PE (Zenon Rabbit IgG Labelling Kits, ref 225355,
Invitrogen Thermo Fisher Scientific, Massachusetis, USA) v Alexa 847 (Zenon
Rabbit IgG Labelling Kits, ref. Z25308, Invitrogen Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), con sl fin de revelar la colocalizacién de los antigenos
correspondientes vy su evolucion temporal en cultivo. Los analisis se realizaron
los dias 0, 3 y 6 en cultive. El dia 0, después de preparar la suspension celular
pravia al cultivo, las células se somelisron a fijacion en solucidn de
paraformaldehido al 2% en PBS a pH 7 4, durante 15 minutos a 2-8°C, seguido
de permeabilizacion con PBS pH7.4 con Triton X100 {1/1000) durante 5
minutos a 2-8°C y posterior bloqueo en PBS con 5% de BSA durante 5 minutos
a 2-8°C. En los dias 3 vy 8, los cultivos se trataron con solucion de Accutasa
{(Stem Pro Accutase Gibco Invitrogen. Ref A11105-01), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. En fodos los casos, las suspensiones
celulares resultantes se distribuyeron en viales eppendorf (200.000 a 500.000
celulas por vial) y se incubaron durante 80 minutos a 2-8°C en oscuridad, con
los anticuerpos previamente marcados con fluorccromos, en simple vy
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combinados. Sequidamente, se lavaron mediante adicidn de PBS refrigerado y
se resuspendieron en solucidn de paraformaldehido al 0,5 % en PBS a pH 7 4,
hasta el analisis por citometria de flujo que se efectud 24 horas mas tarde en
el Centro de Ciomelria y Microscopia de Fluorescencia de la Universidad
Complutense de Madrid.

Resultados: Los resultados mostraron que en la suspension celular previa al
cultive hay un 8,32% de células con fenotipo Nestinga+/SOX2+/PaxG+/Kib7+,
caracteristico de CTN/CPN. En el grupo control positivo (M1}, of dia 3, &l
porcentaje fue del 45%, frente a un 4. 45% en M2 v un 1,21% en ¢l M3. El dia
8 de cultivo, esos porcentajes fueron del 88,45% en el grupo M1, B3.16% en el
M2 y 88,77% en el grupo M3. Los resullados demuesiran que, en el dia € de
cultivo, se alcanza la induccién neural de forma mavyontaria en los tres grupos
de tratamiento. Los esfercides de los grupos M2 v M3 estan integrados por
celulas que expresan mayoritariamente fenotipo antigénico correspondiente a
CTN/CPN. Parte de los resultados mas representativos se presentan en ia
figura 10.

Frente a un porcentaje aproximado al 10% de células con inmunorreactividad
para SOX2 antes del cultivo, de las cuales mas del 98% colocalizaban nestina
y KiB7 (A}, el dia 6 de cultivo, SOX2 se localizd en el 88% (M1, B}, 82,3% (M2,
C) y 84% (M3, D) de las células que, ademas, mostraron colocalizacidn
mayoritaria con nestina (NEST), PAXE (PAX) y p78 (P75), marcadores
caracteristicos de CTN/CPN.

2.7.- La caracterizacidn de los esfercides por analisis ultraestructural
corrobora que se trata de neuroesferas,

Bl andlisis ultraestructural por microscopia electrénica de transmisidn se llevd
a cabo en esferoides muestreados durante a segunda semana de cultive. Los
esferoides se sometieron a fijacion en solucién de paraformaldehido al 4% v
glutaraldehido al 0,5%, en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente.
Después del lavado con PBS, los esferoides se transfirieron a una solucién de
tetrdxido de osmio al 1% en PBS, durante 1 hora, se deshidrataron mediante
inmersion en concentraciones crecientes de etanol-acetona y fueron finalmente
incluidos en resina Epon 812, Se prepararon cortes semifinos (0,5 um de
espesor) vy ultrafinos (80-70 nm de espesor) con un ultramicrofomo (Leica-
Reichert Uifracut £), que se tiferon respectivamente con azul de metileno y con
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cifrato uranil acetato de plomo. Los corles se examinaron al microscopio
glectrénico de transmision {Jeol Jem 1010), en el Centro de Microscopia
Electrénica de la Universidad Complutense de Madrid.

Resultados: El analisis ultraestructural de los esfercides (Figuras 11 y 12},
permitid destacar numerosas similitudes enire ésios y las neurcesferas,
gsferoides integrados por CTN/CPN, descritos por otros autores {(Gil-Perotin y
cols., 2013}, La observacién de cortes semifinos {figura 11A-B), permitid
distinguir dos areas de distribucidn celular en ia estructura del esferoide: la
region central o “core” y &l &rea periférica, integrada por células dispuestas a
modo de epitelio, entre las que destacan algunas células de gran tamafio que
protruyen vy salen del esferoide (figura 11C). Entre las semejanzas de los
esferoides de la invencion con las neuroesferas, destacan las siguienies: se
distinguen dos tipos celulares principales, segin su densidad electronica, las
celulas claras (figura 11D) vy oscuras {(figura 11E), distribuidas en la esfera de
manera organizada. Ambos tipos de células disponen de gran abundancia de
ribosomas libres, patrones de cromatina dispersa y nucléolos con configuracion
reticulada, lo que indica que las células son muy activas desde el punio de vista
de la sintesis de proteinas (figura 11F, G). Las células situadas en la periferia
de la esfera son mayoritariamente claras y se encuentran organizadas en ung
¢ varios estratos. En la zona central de la esfera, predominan las células
oscuras, gque muestran una organizacion espacial mas desordenada. Destaca,
en las células claras, la presencia abundante de haces de filamentos (figura
124}, que raramente se observa en las células oscuras, v la abundancia de
isosomas y fagosomas (figura 12B). En los esfercides de la presente
invencidn, asi como en las neurcesferas caracterizadas por los autores
referidos anteriormante, las células claras de la periferia disponen de
abundantes uniones intercelulares de tipo adherente, gue juegan un papel
importante en los procesos de agregacién celular y migracion que caracterizan
a la formacidn y desarrolio de las neurcesferas {figura 12C, E). El analisis de
imagen de las células claras de la periferia de los esferoides de la presente
invencion reveld un metabolismo celular intenso, dadas las caracteristicas de
su citoplasma v 13 abundancia de organelas, asociado al intercambio activo de
nufrientes y, posiblemente, de factores reguladores. En el estrato ¢ estratos
celulares de la periferia, se distinguen también numercsas interdigitaciones
como tipo de unién intercelular {figura 12C, E). Ademas, destaca la elevada
incidencia de actividad migratoria de las células claras mas superficiales, que
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primero aparecen aplanadas y progresivamente protruyen, hasta desligarse del
esfercide vy migrar (figura 11C). Las células de los esfercides son
morfolégicamente heterogéneas, frecuentemente con nicleos oscuros, vy con
una elevada incidencia de fendmenos de fagocitosis, apoptosis y necrosis
celular, que predominan en la masa celular central del esferoide (figura 12F),
mientras que la periferia se encuentra integrada por células mas activas con
una actividad biosintélica intensa v uniones intercelulares como las descritas
en este ejemplo.

Con los resultados obtenidos en Ibs ejemplos agui expuesios, podemos
concluir gue los esfercides de Ia invencién son neuroesferas.
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REIVINDICACIONES

1. Método para obtener células troncales neurales y células progenitoras
neurales {(CTN/CPN} a pardir de muestras de tejide cortical ovarico
posnatalipreptber que incluye los siguienies pasos:

a) fragmentar una muestra de tejido corlical ovarico posnatal/prepliber hasta
obtener fragmenios de dimensiones iguales o menores 2 1,0 x 1,0 mm;

b} digerir enzimaticamente los fragmentos de tejido cortical ovérico del pasc a);
¢} disgregar mecanicaments los fragmentos digeridos del paso b,

d) eliminar los foliculos ovéaricos preantrales y los ococitos de los fragmentos
disgregados del paso ¢}, por filtracion;

e} incubar las células obtenidas mediante los pasos a) — d) durante 6-21 dias
en placas tapizadas con fibronectina y en medioc de cultivo completo, que
incluye medio esencial o de mantenimiento libre de suero, suplementado con
albumina sérica bovina, insulina, transferrina, selenio y colesterot,

donde no se incluyen factores de induccidn y/o expansion del linaje neural.

2. Método segln reivindicacion 1 en el que el medio de cultive del paso &)
incluye hormona foliculo-estimulante (FSH).

3. Metodo segin reivindicacién 2 en el que la concentracién de FSH es de
50ng/mi de medio de cultivo.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el gue el
medio de cultivo del paso e) incluye tampdn HEPES, antibidticos vio
antimicoticos.

5. Mélodo segdn cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la
incubacién del paso e) se mantiene durante 8 dias.

6. Método segin cualguiera de las reivindicaciones anieriores en el que las
muesiras de fejido cortical ovarico proceden de un mamifero.

7. Método segun la reivindicacion 8 en el que el mamifero es de ia especie
ovina,
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8. Método segun la reivindicacion 6 en el que el mamifero es de la especie
humana.
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