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@ Resumen:

Inmunoclén especifico para V-preB humano.

Hibridoma (Inmun clon B-MADG688, depositado en
la ECAACC con el n° de acceso 96052804) de ratén
productor de anticuerpos que reconocen V-preB re-
combinante humano. Estos anticuerpos monoclona-
les son capaces de reconocer complejos receptores
suplantadores de las inmunoglobulinas en la mem-
brana citoplasmatica de progenitores de linfocitos B
humanos E)ej. células proB y preB). El monoclonal
reconoce los precursores mas tempranos de células
B (ej. que estan reorganizando la cadena pesada de
inmunoglobulina) y, se puede utilizar para purificar
dichos precursores de células B en mezclas comple-
{'c?s_ d)e células hematopoyéticas (eje. citometria de

ujo).
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DESCRIPCION

Inmunoclén especifico para V-preB humano.
Sector de la técnica

Sector farmacéutico. Producto para diagnés-
tico humano “in vitro”, con potencial interés te-
rapéutico.

Estado de la técnica

La produccién de anticuerpos utilizando hibri-
domas productores de anticuerpos monoclonales
(“inmunoclones”) es de dominio ptblico, no pa-
tentada e ideada por los Premios Nobel de Medi-
cina de 1984 George Kohler y Cesar Milstein.

El interés general en tanto diagnéstico como
terapéutico no necesita gran justificaciéon ya que
también es de dominio publico que constituye un
area de negocio para el sector de industria far-
macéulica que hoy alcanza cifras de miles de mi-
llones de $US.

Un area de interés principal para las invencio-
nes en este area esta conectado a 11 identificacién
de inmunoclones que permitan la caracterizacién
de nuevas estructuras de interés, o que aun re-
conociendo estructuras bien definidas sean de in-
terés por la originalidad, de sus propiedades.

Las células B, los linfocitos responsables de la
produccién de anticuerpos, se generan continua-
mente durante la vida de las personas por dife-
renciacion de las células madre de la sangre. Un
aspecto clave de este complejo proceso es la re-
combinacién de los fragmentos génicos de los loci
que codifican las inmunoglobulinas, producto del
ensamblaje de dos cadenas polipeptidicas llama-
das cadena pesada (H) y cadena ligera (L). Esta
invencién merecié el Premio Nobel de Medicina
del ano 1987 para Susumu Tonegawa. El proceso
de recombinacién, capaz de generar la diversidad
de reconocimiento de los anticuerpos, ocurre en
células somdticas progenitoras de las células B,
llamadas células proB y preB.

La creaciéon del complejo receptor de irunu-
noglobulinas requiere pues una recombinacion so-
matica correcta de los genes que codifican tanto
la cadena pesada de IgM (uH) como de uno de
los dos locus de cadena ligera (x 6 A). Dado
que el reordenamiento es erréneo con mucha fre-
cuencia, y los locus de cadena H y L se reorde-
nan asincronamente, la probabilidad de que una
célula preB cree un receptor de inmunoglobuli-
nas funcional es muy baja. Para hacer eficiente
el desarrollo de un linfocito B el organismo pre-
cisa utilizar genes suplantadores de las cadenas
pesadas y ligeras de inmunoglobulinas. En su au-
sencia el namero de linfocitos B generados diaria-
mente es insuficiente para cubrir las necesidades
del organismo y el individuo se toma inmunode-
ficiente [Eva Sanz, Gemina Femdndez-Miguel &
Antonio de la Hera. Genes Suplantadores y reco-
nocimiento inmunoldgico. Fronteras de la Ciencia
y la Tecnologia, 10: 48-50 (1995)].

En modelos animales dichos genes suplanta-
dores se expresan selectivamente en células, proB
y preB, no requieren recombinacién para su ex-
presién correcta, y forman prereceptores/suplan-
tadores de los de inmunoglobulinas que seleccio-
nan favorablemente aquellos progenitores B que
han recombinado correctamente uno de los lo-
cus de inmunoglobulinas. Esta selecciéon, llamada
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“positiva” esta mediada por senales transduci-
das por complejos, receptores de membrana ci-
toplasmica de los que las citadas cadenas suplan-
tadoras son parte esencial. Las cadenas suplan-
tadoras mejor definidas se llaman V-preB y A5,
homoélogas respectivamente al dominio variable y
constante de una cadena L, por lo que el complejo
de las dos se llama ¥L [Antonious Rolink y cols.
Two pathways of B-lymphocyte development in
mouse bone marrow and the roles of surrogate L
chain in this development. Immunol. Rev. 137:
185-201 (1994))].

En el hombre se ha propuesto que la expresién
en la membrana plasmatica de complejos recep-
tores suplantadores del de inmunoglobulina que
contienen WL esta restringida a un estadio muy
tardio de diferenciacién de células pre-B y no ocu-
rre nunca en sus precursores, las células pro-B
[Kais Lassotied y cols. Expression of surrogate
light chain receptors is restricted to a late stage
in the pre-B cell differentiation. Cell 73: 73-86
(1993)], poniendo en duda las implicaciones de los
modelos antedichos para la salud humana. Hasta
hoy, la caracterizacion de receptores suplantado-
res en la superficie de células proB humanas no ha
sido posible, por la carencia de anticuerpos ttiles
en andlisis bioquimicos [Valerie Guelpa-Fonlupt y
cols. Discrete early proB and preB stages in nor-
mal human bone marrow as defined by surface UL
chain expression. Eur. J. Immunol. 24: 257-264
(1994)].

Descripcién de la invenciéon

Problema técnico

El objetivo es la identificacién de cadenas su-
plantadoras de las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulina 6 anticuerpos en la superficie ce-
lular de los progenitores de linfocitos B. Segin
nuestro mejor conocimiento, no se han comercia-
lizado anticuerpos monoclonales (ni policlonales)
en este area del sector farmacéutico, pese a ser de
interés diagndstico para la salud. No se han rea-
lizado comunicaciones cientificas que demuestren
la produccién de anticuerpos capaces de identifi-
car receptores suplantadores en la membrana ci-
topldsmica de células proB humanas (ej. antes de
la produccién de cadena pH), primer paso en el
desarrollo normal y tumoral de células producto-
ras de anticuerpos.

El problema técnico planteado es que los an-
ticuerpos generados anteriormente -en respuestas
inmunes a péptidos, complejos suplantadores pu-
rificados 6 proteinas recombinantes, que contie-
nen secuencias de dichas cadenas suplantadoras-
solo han sido ttiles para identificar cadenas su-
plantadoras asociadas a pH, pero no en los pri-
meros estadios de desarrollo, antes de la recombi-
nacién correcta de pyH, en la superficie de células
proB. Este problema es de dominio publico, que
no ha podido ser superado por muchos laborato-
rios, entre ellos los dos que han publicado resulta-
dos que corroboran esta afirmacién (referencias en
estado de la técnica). Esto ha sido interpretado
como apoyo a una hipotesis de discordancia grave
en cuanto a la expresién de receptores suplanta-
dores en células proB humanas y proB de ratén,
especie para la que se ha propuesto que VL se
expresa en la superficie de células proB asociado
a un complejo de cadenas suplantadoras de uH
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llamado WH. Esta hipétesis se ha corroborado en
un reciente estudio sobre la biosintesis de estos
receptores en células de linaje B humano [Kais
Lassoued y cols. Fate of surrogate light chains
in B lineage cells. S. Exp. Med. 183: 421-429
(1996)]. En estas circunstancias los modelos ani-
males en este area no serian adecuados para la
salud humana. Alternativamente, ambas especies
pudieran ser homélogas y los complejos suplanta-
dores de células proB humanas indetectables por
una dificultad técnica criptica para crear de in-
munoclones adecuados.

Descripcion breve de la invenciéon

Se ha obtenido un inmunoclén de ratén pro-
ductor de anticuerpos especificos para VpreB hu-
mano. El anticuerpo monoclonal secretado por el
inmunoclon* es capaz de detectar un complejo su-
plantador VHWL, similar al descrito en ratéon, en
la superficie de precursores de células B humanas,
incluso en lineas proB que carecen de pH. El anti-
cuerpo monoclonal identifica complejos de recep-
tores suplantadores deinmunoglobulina en la su-
perficie de lineas celulares tumorales proB y preB
humanas, derivadas de pacientes con leucemia lin-
fobléastica aguda.

El anticuerpo monoclonal es ttil para iden-
tificar, purificar y caracterizar celular y mole-
cularmente progenitores hematopoyéticos en es-
tadios muy tempranos de desarrollo a humano
normal (ej. analizando médula ésea de indivi-
duos sanos). En este sentido, es posible su apli-
cacién en métodos que ofrecen la mejor resolucion
en la cuantificacion de subpoblaciones y el frac-
cionamiento celular entre las disponibles para el
andlisis de células individuales presentes en po-
blaciones celulares que son mezclas complejas 6
heterogéneas de tipos celulares; como son las po-
blaciones hemopoyéticas (ej. la inmunofluores-
cencia y citometria de flujo multiparamétrica).
Descripcion detallada de la invenciéon

Para obtener el inmunoclén B-MADG688 se ob-
tuvo la secuencia de DNA del extremo carboxite-
rininal del gen, dado que la secuencia de DNA
publicada se interrumpe 18 bases antes del codon
de terminacién por la estrategia utilizada por sus
autores [Steve Bauer y cols. Structure and pre-B
restricted expression of the Vpre-B gene in hu-
mans and conservation of its structure in other
mammalian species. EMBO J. 7: 111-116 (1988).

Para poder inmunizar los animales y selec-
cionar anticuerpos de especificidad bien definida
frente a VpreB, humano se crearon una serie de
proteinas recombinantes quiméricas o de fusion.

Los dominios de fusién fueron dos distintos:
i) el dominio constante de la cadena de inmuno-
globulinas ligera x de ratén MCk, y ii) la regién
de bisagra y los dominios constantes dos y tres de
una cadena pesada de inmunoglobulina IgG1, hu-
mana hA1.Las proteinas usadas fueron un amplio
panel que incluia VpreB, otros miembros de la su-
perfamilia de las inmunoglobulinas como CD2 6
CD4 de diversas especies, asi como miembros de
otras, familias de proteinas como las interleucinas

*El inmunoclon/hibridoma productor de el anticuerpo
monoclonal relevante a esta patente se llama B-MAD688
y estd depositado en la ECACC, con el numero de acceso
96052804.
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IL-2 e IL-13.

Al utilizarse un amplio panel de proteinas
de fusién fue posible obtener la cantidad nece-
saria para la inmunizacién y la caracterizacién de
los inmunoclones resultantes de la fusién de las
células B activadas in vivo, realizadas siguiendo
el protocolo de Kohler y Milstein, utilizando
técnicas convencionales de ELISA y Western. El
uso de dos dominios distintos de fusiéon y multi-
ples proteinas distintas permitié identificar el in-
munoclén B-MADG688 entre miles de hibridomas,
la gran mayoria de los cuales tenia reactividades
parecidas a las publicadas previamente.

Para la obtencién de las proteinas recombi-
nantes de fusién se subcloné el DNA genémico de
VpreB (e independientemente y paralelamente las
regiones codificantes de los genes correspondien-
tes al resto de otras proteinas usadas) eliminando
el codon de terminacion y anadiendo una secuen-
cia “donadora en el procesamiento de mensaje de
RNA?” /splice donor site. La secuencia de los oli-
gonucleotidos necesarios para el clonaje e inge-
nieria génica de VpreB fue:

5-AGACTAGAATTCATGTCCTG
GGCTCCTGTC-3 vy,

(sentido)

(antisentido) 5-TGATACTTACCAGGGACA
CGTGCCTGGCTGC-3’

Esta construcciéon genética modificada se in-
tegrd en la orientacion correcta en un vector ca-
paz de dirigir expresién de la proteina de fusién en
células de mieloma por contar con los elementos
de expresién adecuados y una secuencia “acep-
tora” para el procesamiento de mensajes de RNA.
Se comprobé por secuenciacién de acidos nucléico
la fidelidad de la ejecucién de la ingenieria génica.

Tras la transfeccién del pldsmido/vector de
expresiéon se seleccionaron transfectantes que
habian integrado el gen y secretaban microgramos
de la proteina de interés por mililitro de cultivo
celular. Las proteinas de fusién se purificaron a
homogeneidad y se comprobd por Western frente
a los dominios de fusién la fidelidad al tamano
esperado.

El Immunoclén B-MAD688 fue subclonado 4
veces y el anticuerpo purificado para su caracte-
rizacién. El anticuerpo monoclonal purificado re-
conoce VpreB recombinante y nativo en Western,
no reacciona con otras proteinas recombinantes
testadas en un amplio panel. Tampoco reconoce
proteinas naturales que contienen los dominios de
fusién. Reacciona también de forma selectiva y
dosis dependiente con VpreB en ELISA.

El Immunoclén B-MAD688 produce un anti-
cuerpo monoclonal que tine selectivamente la su-
perficie celular de tumores de células de linaje B
en estadio proB 6 preB pero no B. No tine células
tumorales en un amplio panel que incluye células
de linaje T, mieloide, eritrocitico, epitelial o fi-
broblastico. Para detectar la unién de los anti-
cuerpos se utilizo citometria de flujo cuantitativa.

El Immunoclén B-MADG88 produce un anti-
cuerpo monoclonal capaz de inmunoprecipitar de
la superficie celular de células pro-B y preB un
complejo de proteinas de alto peso molecular (pre-
dominantemente p1OO y pl25, junto a otras de
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bajo peso molecular) distintas de la cadena pe-
sada de inmunoglobulinas yH. Por su aparente
homologia al complejo descrito en ratén asociado
a VpreB en la superficie de células proB, le deno-
minamos WH.

Experimentos comparativos directos, de com-
peticiéon de unién e inmunoprecipitacion, con los
anticuerpos previamente publicados por Lassoued
y cols. -con anticuerpos monoclonales SLC1, 2, y
3 proporcionados por el Dr. Lassuoed- indican
que los dos grupos de anticuerpos representados
por B-NITAD688 y SLC2 indudablemente definen
epitopos distintos en complejos receptores dife-
rentes (VHYL 6 yHYL).

El Immunoclén B-MADG688 produce un anti-
cuerpo monoclonal que tifie una pequena subpo-
blacion de células en médula 6sea humana que tie-
nen un fenotipo CD10+TCD197CD34% sugerente
de un estadio de células proB. La senal dada por
el anticuerpo es adecuada para su aplicacién en
citometria preparativa (ej. FACSTM).

El estudio, en células B-MAD688Y individua-
les purificadas por citometria de flujo, del estado
de organizacién génica de los genes de cadenas
pesadas y ligeras de inmunoblobulinas, de la ex-
presion de la maquinaria de recombinacién y de
VpreB indica que los tipos de complejos suplata-
dores de inmunoglobulinas y su secuencia de ex-
presién en los distintos estadios de células proB y
preB humanos remeda al descrito en ratén.

Estos estudios moleculares en células indivi-
duales, purificadas por citometria de flujo con-
forme a su expresién en la membrana citoplasmica
de VpreB y CD34, su tamano y su estado de re-
poso o divisién en el ciclo celular, confirman que
el inmunoclon B-MADG688 es 1til para identificar,
cuantificar y purificar selectivamente los dos esta-
dios mas tempranos de progenitores de linfocitos
humanos (ej. células proB y, preB grandes, en di-
visién y con el locus de cadena ligera sin reor-
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ganizar).
Ejemplo de realizacién de la invencién

Obtencién de un panel de proteinas de interés
(ej. VpreB) por técnicas de ingenierfa génica y
expresién de proteinas en células animales. Pu-
rificacién de las proteinas recombinantes por cro-
matografia de afinidad especifica para el dominio
de fusién anadido a la proteina de interés en el
paso anterior.

Inmunizacién plantar del antigeno de interés
en adjuvante a ratones BALB/C aplicacién se-
cuencial de varias dosis de recuerdo del antigeno
en solucién salina, periodo de 24 horas tras la
dltima dosis.

Extraccién del ganglio de drenaje de la regién
inmunizada, llamado ganglio popliteo. Prepa-
racién de una suspension de células individuales y
obtenciéon de inmunoclones por fusién de células
somaticas de acuerdo al método de Kohler y Mils-
tein.

Seleccién de clones adecuados por sus reactivi-
dad selectiva con la proteina de interés por ELISA
y Western. Identificacion de aquellos mas ade-
cuados entre los seleccionados anteriormente para
métodos de inmunofluorescencia y citometria de
flujo utilizando un panel de células tumorales re-
presentativa de distintos linajes y estadios de de-
sarrollo y muestras del tejidos hematopoyéticos
sanos.

Caracterizacion bioquimica de las estructuras
asociadas a la molécula de interés por inmuno-
precipitacién de proteinas de superficie celular,
localizacién indicada por su marcaje con biotina
en células viables (extremo confirmado por cito-
metria de flujo). Discriminacién de otras estruc-
turas conocidas en experimentos secuenciales y
paralelos usando anticuerpos monoclonales, ca-
racterizados independientemente como especificos
para dichas otras estructuras moleculares conoci-
das (ej. anti-pH).



7 ES 2 115 562 B1 8

REIVINDICACIONES

1. Inmunoclén especifico para V-preB hu-
mano, denominado BMADG688, depositado en la
ECACC con el n° de referencia 96052804.

2. Procedimiento de obtencién del immuno-
clén B-MADG688, segin reivindicacién 1, carac-
terizado porque partiendo de proteina VpreB
humana recombinante purificada como inmuné-
geno se ha obtenido un hibridoma que secreta
anticuerpos monoclonales que tienen una especi-
ficidad anti-VpreB humano original.

3. Immunoclén B-MAD688, segin reivindi-
cacién 1, porque reconoce VpreB en la superficie
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de progenitores de células B humanas, incluyendo
células proB, asociado a un complejo de proteinas
de alto peso molecular distinto de pH, y llamado
WH, y le hace util para discriminar complejos re-
ceptores suplantadores WHWL de los receptores
suplantadores pHWL.

4. Inmunoclén B-MADG688, segin reivindica-
cién 1, caracterizado porque detecta la expre-
sién de VpreB en células normales y tumorales
humanas, y le hace 1util para identificar, cuanti-
ficar, purificar y manipular células proB y preB
de individuos sanos y con patologias médicas con
fines diagndsticos y terapéuticos.
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