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DESCRIPCION

Linea celular de células madre embrionarias de dorada.
Campo de la invencion

La presente invencién se encuadra en el sector de la biotecnologia y mas concretamente en el uso de
los cultivos celulares en biotecnologia aplicada a la acuicultura.

Estado de la técnica

Las estrategias para introducir ADN en embriones animales basadas en cultivos celulares, representan
un método eficiente de obtencién de variedades de animales modificados genéticamente (GMO’s), ya que
permiten la seleccién in vitro de eventos raros, tales como la recombinacién homédloga. Estas variedades
pueden ser muy valiosas, tanto por las caracteristicas ventajosas que se les introducen, como por permitir
estudiar la funcién de los genes introducidos.

Una posible aproximacién para obtener animales con una modificacién determinada, precisa del es-
tablecimiento de células madre embrionarias (células STEM), que sean capaces de contribuir a la linea
germinal una vez transplantadas a embriones receptores. La tecnologia de las células STEM esta sir-
viendo ademds para resolver muchas cuestiones relacionadas con Biologia del Desarrollo y tiene unas
connotaciones muy especiales en terapia génica humana. Por su enorme potencial, se ha intentado el
cultivo y desarrollo de este tipo de células en distintas especies animales, la mayoria de interés comercial,
(revisado en Prelle y cols. 1999. Establishment of pluripotent cell liases from vertebrate species. Present
status and future prospects, Cell Tissues Organs 165: 220-236), sin embargo esta estrategia sélo ha sido
desarrollada con pleno éxito en ratén (Capecchi, 2000. How Glose are we to implementing gene targeting
in animals other than mouse?, Proc Natl Acad Sci 97: 956-957).

El interés por desarrollar esta tecnologia en peces es enorme, debido por un lado a las ventajas experi-
mentales de su embriologia y por otro, al interés de pequenos teleosteos, como el pez cebra y el pez medaka
como especies modelo para estudiar el desarrollo en vertebrados. Los intentos para obtener células madre
embrionarias en peces, s6lo han tenido un éxito parcial en pez cebra (Collodi y cols., 1992 Fish embryo
cell cultures for derivation of stem cells and transgenic chimeras. Mol Mar Biol Biotechnol 1: 257-265;
Sun y cols., 1995a ES-like cell cultures derived from early zebrafish embryos. Mol Mar Biol Biotechnol
4: 193-199 and b Feeder cell cultures for zebrafish embryonal cells in vitro. Mol Mar Biol Biotechnol 4:
43-50; Ma y cols., 2001 Production of zebrafish germ-line chimeras from embryo cell cultures. Proc Natl
Acad Sci 98: 2461-2466). Sin embargo, en pez medaka se ha logrado una linea celular con caracteristicas
de las células madre, que ha demostrado ser altamente eficiente en la produccién de quimeras (Hong y
Schartl, 1996 Establishment and growth responses of early medakafish (Oryzias latipes) embryonic cells
in feeder layer-free cultures. Mol Mar Biol Biotechnol 5: 93-104; Hong, Winkler y Schartl, 1996 Pluri-
potency and differentiation of embryonic stem cell lines from the medaka fish (Oryzias latipes). Mech of
Dev 60:33-44; Hong, Winkler y Schartl, 1998 Production of medakafish chimeras from a stable embryonic
cell fine Proc Natl Acad Sci 95: 3679-3684).

Los recientes avances en la transgenia en peces, que han permitido la obtenciéon de construcciones
con mejores niveles de integracién y de expresién (revisado en Hackett y Alvarez, 2000 The Molecular
genetics of transgenic fish. En M. Fingerman y R. Nagabhushanam eds. Recents Advances in Marine
Biotechnology, vol 4 Science Publisher, Inc. Enfield, USA), han afiadido un nuevo atractivo al desarrollo
de lineas de células madre embrionarias de especies piscicolas, no sélo en especies modelo, sino también
en especies de interés comercial, con el objetivo de mejorar genéticamente los caracteres relacionados con
la produccién en acuicultura. Un ejemplo ilustrativo lo ofrece la dorada, una especie de pez marino que se
ha convertido en una de las mas importantes en la acuicultura europea y que ademas parece ser un buen
modelo para la domesticacién de especies relacionadas. Existe por tanto un enorme interés en abordar
todas las estrategias posibles para mejorar su productividad.

Explicacion de la invencion

La presente invencion desarrolla una linea celular de células madre embrionarias de dorada, denomi-
nada SaBEl-c.

La linea SaBE-1c ha sido caracterizada para todos los rasgos posibles de pluripotencia. No necesita

para su cultivo de células nodriza, presenta un crecimiento en monocapa y ningun sintoma de inestabili-
dad, envejecimiento o diferenciacién espontanea a lo largo de 50 pases y 9 meses de cultivo, pudiendo ser
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congelada sin perder ninguna de sus caracteristicas iniciales.

La linea SaBE-1c posee todas las caracteristicas in vitro descritas para este tipo de células, siendo las
siguientes las mas relevantes:

- la morfologia celular, tipica de las células madre embrionarias: tamano pequeno, forma poligonal y
crecimiento compacto en cultivo.

- su cariotipo es euploide estable.

- su intensa actividad fosfatasa alcalina.

- su actividad telomerasa.

- su capacidad de formar cuerpos embrioideos cuando se cultiva en suspensién.

- su capacidad de diferenciarse hacia distintos tipos celulares cuando se cultiva en presencia de acido
retinoico.

- su capacidad de producir organismos quimera, donde contribuyen a la formacién de distintos linajes
celulares.

También se ha caracterizado mediante marcadores moleculares tipo microsatélites. Su genotipo para
los loci SA 26, SA 32 y SA 41b, es el siguiente: SA 26: 225/250; SA 32: 148/174 y SA 41b: 152/172.

El procedimiento de obtencién de esta linea celular de células madre embrionarias de dorada, utilizado
en la presente invencién, consta de las siguientes fases:
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- Mediante la aplicacién de las condiciones adecuadas para el inicio y mantenimiento en cultivo de

este tipo de células (ver Béjar, Hong y Alvarez 1999. Towards obtaining ES cells in the marine fish
species Sparus aurata; multipassage maintenance, characterisation and transfection. Genet Anal:
Biomol Engin 15: 125-129.), se obtuvo un cultivo heterogéneo de células embrionarias de dorada.
Para los cultivos primarios se emplearon entre 50 y 70 embriones en cada lote. El cultivo resultante
se denominé SaBE-1, el cual no podia ser considerado una linea celular genéticamente homogénea,
al no proceder de un sélo individuo.

A partir del cultivo celular SaBE-1, se derivé una linea clonal que garantiza la similitud genética
de todas las células, denominada linea celular clonal SaBE-1c de células madre embrionarias de
dorada. El proceso seguido fué el siguiente:

Células del cultivo SaBE-1 se sembraron en placas de cultivo, a una densidad que permitiera la
formacién de colonias independientes o clones de células.

Durante los dias siguientes se controlé la formacién y crecimiento de estas colonias al microscopio.
Una vez que las colonias alcanzaron un tamano apropiado, se escogieron varias de entre las que
presentaban una morfologia 6ptima.

Se tomaron células de cada uno de estos clones y se sembraron en pocillos independientes, donde
las células crecieron hasta la confluencia.

De entre los distintos clones se escogio aquel que presentaba mejores condiciones en cuanto a
morfologia y crecimiento, procediendo a continuacién a su caracterizacién.

Una vez comprobado que el clon seleccionado poseia todas las caracteristicas de las células madre
embrionarias y una vez demostrada su naturaleza clonal mediante la aplicacién de tres loci de
microsatélites, confirmamos la obtencién de una linea celular clonal de células madre embrionarias
de dorada a la que denominamos SaBE-1c.

Explicacion de las figuras

Figura 1: Células SaBE-1c a los 40 pases. Se aprecia la morfologia tipica de las células madre embrio-
narias: pequeno tamano, forma poligonal y cultivo de aspecto compacto.

Figura 2: Curva de crecimiento de las células SaBE-1c. Eje de abcisas: dias desde que se inicié el cultivo.
Eje de ordenadas: nimero de células alcanzado.
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Figura 3: Distribucién del niimero de cromosomas de las células SaBE-1c en el pase 60. El nimero de
metafases analizadas es 64. Eje de abcisas: nimero de cromosomas observados en las metafases.
Eje de ordenadas: frecuencia de con que se observé cada nimero de cromosomas.

Figura 4: Metafase euploide de la linea SaBE-1c. La barra equivale a 10 pm.
Figura 5: Actividad fosfatasa alcalina de las células SaBE-1c. 100x

Figura 6: Capacidad de diferenciacién de las células SaBE-1c in vitro: a) Célula similar a una neurona;
b) Célula con forma estrellada; ¢) Células musculares y d) Cuerpo embrioideo. A, B y C = 200x;
D = 70x.

Figura 7: Quimeras de dorada obtenidas inyectando células de la linea SaBE-1c en embriones en estado
de blastula. A y B: Embrién justo después de la inyeccién de las células. Se puede observar un
grupo de células fluorescentes dentro del blastodisco. C y D: Embrién de 24 horas que presenta una
célula fluorescente en el tejido extraembrionario. E y F: Embridén de 24 horas donde se aprecia un
grupo de células fluorescentes formando una vena. G y H: Embrién de 30 horas en el que aparece
un grupo de células fluorescentes en la vesicula 6tica. A, C, E y G son fotografias en campo oscuro.
B, D, F y H son fotografias en campo claro. La barra equivale a 100pm.

Descripcion detallada de la invencién

A continuacién se describe detalladamente el procedimiento seguido para la obtencién de la linea
celular de células madre embrionarias de dorada, denominada SaBE-1c, y la comprobacién de que efecti-
vamente se trataba de una linea clonal, debiendo considerarse esta descripcién detallada como un modo
de realizacion preferente y no excluyente de la invencion.

La linea clonal SaBE-1c se ha obtenido a partir del cultivo celular SaBE-1. Este cultivo celular ha
sido desarrollado en nuestro laboratorio a partir de células procedentes de embriones en estado de media
blastula (alrededor de 1000 células), segin se describe en Béjar, Hong y Alvarez 1999. Towards obtai-
ning ES cells in the marine fish species Sparus aurata; multipassage maintenance, characterisation and
transfection. Genet Anal: Biomol Engin 15: 125-129. Este cultivo habia demostrado su estabilidad y
presentaba todas las caracteristicas in vitro descritas para las células madre embrionarias. Sin embargo
la obtencién de una linea clonal a partir de este cultivo estable, es un requisito muy importante a la hora
de utilizar mas adelante estas células, sobre todo para la formacién de quimeras, puesto que la heteroge-
neidad del cultivo SaBE-1 no garantiza las condiciones requeridas para la aplicaciéon de la tecnologia de
las células madre embrionarias.

Cuando este cultivo se encontraba en el pase nimero 30, las células se sembraron a una densidad muy
baja, de manera que fuera posible la obtencion de colonias o clones independientes de células. En nuestro
caso las células se sembraron en placas de cultivo de 10 centimetros de didmetro a una densidad de 50
células por mililitro. Durante los dias siguientes se vigilé a través del microscopio el crecimiento de las
células aisladas y la formacién paulatina de las colonias.

A las dos o tres semanas de crecimiento en estas condiciones, se observé la presencia en las placas de
varios clones con la morfologia adecuada. Se escogieron 10 de entre los que presentaban mejor aspecto y
se recogieron entre 100 y 300 células de cada uno. Estas células se sembraron en pocillos independientes
en una placa de 24 pocillos. De nuevo se vigilé cuidadosamente la morfologia y el crecimiento de los clones
ya separados. Una vez obtenidos cultivos estables a partir de estos clones, se escogié uno de ellos en base
a su morfologia y crecimiento y se procedid a su caracterizacién, lo cual dio lugar a la confirmacién de que

se habia obtenido una linea celular clonal de células madre embrionarias de dorada a la que denominamos
SaBE-Ic.

Estas células crecen en monocapa y presentan la morfologia tipica de las células madre embrionarias,
como son pequeno tamano, forma poligonal y crecimiento compacto en cultivo. Todas estas caracteristicas
pueden apreciarse en la figura 1. Esta linea se ha cultivado hasta més de 60 pases sin signos aparentes de
inestabilidad ni de diferenciacién espontanea, sugiriendo asi una capacidad de proliferacién indefinida.

El modelo de crecimiento de estas células se presenta en la figura 2. La densidad maxima de células
se alcanza el séptimo dia y el tiempo que tarda en duplicarse la poblacién celular es de 30 horas.

La estabilidad cromosémica es uno de los requisitos imprescindibles en este tipo de células. Para

comprobar la distribucién del niimero de cromosomas que presentaba la linea celular, se obtuvieron me-
tafases de esta linea en el pase 60 segin el procedimiento ya descrito en Alvarez, Otis, Amores y Guise,
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1991. Short-term cell culture technique for obtaining chromosomes in marine and freshwater fish. J of
Fish Biol39: 817-824, y usado en nuestro laboratorio de forma rutinaria. Como se aprecia en la figura 3,
la distribucién presenta un ntimero modal de 48 cromosomas que se corresponde con el ntimero diploide
descrito para esta especie (Sola y Cataudella, 1978. Prime observazioni Bulla cariologia degli sparidi
Mediterranei. Boll Zool 45: 242). Asi mismo, los cromosomas presentan la morfologia propia descrita
por estos mismos autores para la dorada. En la figura 4 se presenta una metafase de las utilizadas para la
distribucién de la Figura 3 donde se pueden apreciar estas caracteristicas. Las metafases que presentan
nimeros cromosoémicos por encima y por debajo del valor modal se deben o a una segregacién incorrecta
de los cromosomas, lo cual puede ocurrir en pequena medida en condiciones de cultivo, o ser artefactos
inherentes a la técnica, los cuales son mucho maés frecuentes. Por lo tanto el perfil obtenido para la linea
SaBE-1c, indica que la linea es euploide y cromosémicamente estable.

Con el objeto de confirmar la naturaleza clonal de la linea SaBE-1c se le aplicaron tres loci de ADN
microsatélite que poseen una variabilidad muy alta. Los resultados obtenidos son los siguientes: para
el locus SA26: 225/250, para el SA32: 148/174 y para el SA 41b: 152/172. Con la asignacién de estos
marcadores genéticos es posible identificar en lo sucesivo a la linea SaBE-Ic y queda demostrada su na-
turaleza clonal.

Entre los distintos tests que se utilizan para demostrar la pluripotencia de las células madre embriona-
rias, la presencia de actividad fosfatasa alcalina es uno de los méas comunes. Para detectar esta actividad
en la linea SaBE-1c, se siguié el procedimiento descrito por Hong y Schartl, 1996. Establishment and
growth responses of early medakafish (Oryzias latipes) embryonic cells in feeder layer-free cultures. Mol
Mar Biol Biotechnol 5: 93-104. En la figura 4 se presentan los resultados obtenidos, donde puede apre-
ciarse claramente la intensa uncién de las células después del tratamiento.

Otro marcador interesante a la hora de evaluar la calidad de las células madre embrionarias, es la
presencia de actividad telomerasa. En este caso se siguio6 el procedimiento descrito por Piatyscek, Kim,
Weinrich, Hiyama, Wright y Shay, 1995. Detection of telomerase activity in human cells and tumors by
a telomeric repeat amplification protocol (TRAP) Methods Cell Sci 17: 1-15. En la tabla 1 se presentan
los resultados en unidades de absorbancia.

TABLA 1

Actividad telomerasa en varios tipos celulares de dorada: Control positivo: linea humana inmortalizada,
WAC-2. Blastomeros obtenidos a partir de embriones en media bldstula. SaBE-1 (pase 30), es la linea
parental de SaBE-lc. SaBE-1c es la linea clonal en el pase 40. El control negativo son las mismas
células tratadas con RNAsa

Muestra Control + | Control - | Blastomeros | Blastomeros | SaBE-1 | SaBE-1 | SaBE-1c|SaBE-1c
control- 30p |control-| 40 p |control -

Absorbancia| 0,924 0,088 1,161 0,081 0,810 | 0,078 0.958 0,089

Puede observarse como el valor obtenido por la linea SaBE-1c es comparable al del control positivo, al
que presentan los blastocitos procedentes de media blastula y al del cultivo SaBE-1 del que procede. Por
tanto la linea SaBE-1c tiene un nivel de actividad telomerasa que no ha disminuido durante el periodo
de cultivo. Al estar este marcador estrechamente asociado a la capacidad de proliferar indefinidamente
de las células, podemos asociar esta caracteristica a la linea SaBE-1c.

Otro test importante a la hora de confirmar la pluripotencia de una linea celular, es demostrar su
capacidad de diferenciarse in vitro, cuando se cultivan en condiciones especificas inductoras de procesos
de diferenciacion. En nuestro caso utilizamos el protocolo descrito por Hong, Winkler y Schartl, 1996
Pluripotency and differentiation of embryonic stem cell lines from the medaka fish (Oryzias latipes). Mech
of Dev 60:33-44, en el que se utiliza acido retinoico como agente inductor de la diferenciacién. Efectiva-
mente, después de tratar las células con este agente, se pudieron observar en los cultivos distintos tipos
celulares, algunos de los cuales se presentan en la figura 6. La demostracién por parte de la linea SaBE-1c
de su capacidad de diferenciarse in vitro refuerza atin maés su caracter pluripotente.

Asi mismo cuando las células de la linea SaBE-1c se sembraron en placas de cultivo bacteriano, es
decir, no tratadas para permitir la adhesion de células, se pudo detectar la formacién de agregados celula-
res que se corresponden con los cuerpos embrioideos descritos en ratén y utilizados en esta especie como
otra caracteristica tipica de las células madre embrionarias (Robertson, 1987. Embryo-derived stem cell
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lines. En Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A practical approach. Robertson EJ, ed. IRL
Press Oxford pp: 71-112.). En la figura 6 se presenta uno de estos agregados celulares obtenidos a partir
de las células de la linea SaBE-1c.

Para demostrar la pluripotencia de las células SaBE-1c in wvivo, se inyectaron estas células en em-
briones en estado de blastula, es decir, se produjeron organismos quimera siguiendo el procedimiento
desarrollado por Hong, Winkler y Schartl, 1998. Production of medakafish chimeras from a stable em-
bryonic cell fine Proc Natl Acad Sci 95: 3679-3684. Para poder detectar las células inyectadas, éstas se
transfectaron previamente con un plasmido que contiene el gen de la proteina verde fluorescente y un gen
de resistencia a gentamicina que permite la seleccién de las células transfectadas. Una vez seleccionadas
las células positivas, se introdujeron en los embriones receptores, donde de nuevo las células de la linea
celular SaBE-1c demostraron su caracter pluripotente al ser capaces de sobrevivir, proliferar y contribuir
a diferentes linajes dentro del embrién receptor. En la figura 7 se presentan algunas de las quimeras
obtenidas.

Por lo tanto las células SaBE-1c demostraron poseer todas las caracteristicas in vitro necesarias como
para ser catalogadas como células pluripotentes, es decir células madre embrionarias. Asi mismo demos-
traron su pluripotencia también in wvivo, lo que las convierte en equivalentes a otras lineas de células
madre embrionarias desarrolladas en otras especies, con el valor anadido de provenir de una especie de
peces de alto interés econémico en acuicultura.
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REIVINDICACIONES

1. Linea celular de células madre embrionarias de dorada, denominada SaBE-1c, obtenida como linea
clonal derivada de un cultivo heterogéneo de células embrionarias de dorada SaBE-1, caracterizada
porque:
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in vitro (1) se cultiva sin capa de células nodriza, (ii) presenta un crecimiento en monocapa y ningin
sintoma de inestabilidad, envejecimiento o diferenciacién espontanea durante cultivos prolongados
(méas de 60 pases y més de 9 meses de cultivo), y (iii) puede ser congelada sin perder ninguna de
sus caracteristicas iniciales;

la morfologia de las células es tipica de las células madre embrionarias, presentando tamano pequeno,
forma poligonal y crecimiento compacto en cultivo;

su cariotipo euploide es estable;
su actividad fosfatasa alcalina es intensa;
presenta actividad telomerasa;

tiene capacidad de diferenciarse hacia distintos tipos celulares cuando se cultiva en presencia de
4cido retinoico;

tiene capacidad de formar cuerpos embrioideos cuando se cultiva en suspension;

tiene capacidad de producir organismos quimera, contribuyendo a la formacién de distintos linajes
celulares, y

su genotipo para los loci de microsatélites SA 26, SA 32 y SA 41D es el siguiente:

- SA 26: 225/250
- SA 32: 148/174
~ SA 41b: 152/172.

2. Uso de la linea celular de células madre embrionarias de dorada, segin reivindicacion 1, en proce-
dimientos de obtencién de animales modificados genéticamente.

3. Uso de la linea celular de células madre embrionarias de dorada, segin reivindicacion 1, en estudios
sobre la biologia del desarrollo de dorada.
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11



ES 2 200 670 Bl

FIGURA 5
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FIGURA 6
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Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
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A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion

de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud
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