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ES 2327 691 T3

DESCRIPCION

Antigeno de células madre y progenitoras hematopoyéticas humanas y métodos para su uso.
Introducciéon
Campo técnico

Esta invencion se refiere a antigenos expresados por células madre y células progenitoras hematopoyéticas y a
métodos para usar tales antigenos, especialmente para separacion y purificacion de células.

Antecedentes

La alta renovacién de células sanguineas de mamifero requiere un suministro de células madre hematopoyéticas
que sean capaces de dar lugar a otros linajes de células sanguineas. La progenie inmediata de la célula madre hema-
topoyética se denomina células progenitoras y es capaz de dar lugar a diversos tipos celulares dentro de uno o mas
linajes, es decir, los linajes eritroide, mieloide y linfoide. Las poblaciones de células madre y de células progenitoras
constituyen solamente un pequefio porcentaje del nimero total de células en médula dsea, higado fetal, etc. Estas
poblaciones son de inmenso interés debido a su capacidad de repoblar el sistema hematopoyético.

En la bibliograffa se han descrito varios métodos para la purificacién o el enriquecimiento de poblaciones de células
madre y células progenitoras hematopoyéticas. Existe un interés comercial significativo en estos métodos debido a que
los progenitores hematopoyéticos tienen varios usos clinicos. El trasplante de células progenitoras se usa actualmente
junto con quimioterapia y radiacion para el tratamiento de leucemia, cdncer de mama y otros tumores. Frecuentemente
se usan trasplantes aut6logos para evitar el peligro de rechazo de injerto, pero existe un riesgo aumentado de reapari-
cién de enfermedad, debido a la presencia de células tumorales en la poblacién de células de injerto. Por lo tanto, se
prefiere el trasplante de una fuente mas purificada de células progenitoras.

También existe interés en el uso de células progenitoras hematopoyéticas como un vehiculo para terapia génica.
Aunque no se ha probado en la clinica, la longevidad de células madre hematopoyéticas y la diseminacién de su proge-
nie en la vasculatura son caracteristicas deseables. Se han descrito varios vectores, que incluyen varias construcciones
basadas en retrovirus y adenovirus, que pueden transfectar células madre hematopoyéticas.

Las proteinas y otros marcadores de superficie celular encontrados en poblaciones de células madre y células pro-
genitoras hematopoyéticas son de gran interés, ya que son ttiles para preparar reactivos para identificacion, separacién
y aislamiento de estas poblaciones y para la caracterizacion adicional de estas importantes células. Aunque ahora se
conoce que algunos antigenos se pueden usar en la identificacidon y separacién (positiva y negativa) de células ma-
dre, tales como (por ejemplo) el antigeno CD 34, que se encuentra en células madre pero no en células sanguineas
maduras, existe una necesidad del desarrollo de otros antigenos, particularmente uno que pueda simplificar la identi-
ficacién y separacién de clases y subclases deseables de células, especialmente células madre y células progenitoras
hematopoyéticas.

Bibliografia anterior

La Patente de Estados Unidos N° 5.061.620 describe una composicion de células madre hematopoyéticas humanas
sustancialmente homogénea y el modo para obtener tal composicién. La hematopoyesis asociada a células estromales
se describe por Paul et al. (1991) Blood 77: 1723-1733. El fenotipo de células madre con tincién con rodamina se
analiza en Spangrude y Johnson (1990) PN.A.S. 87: 7433-7437. La expresion de antigeno de superficie celular en la
hematopoyesis se analiza en Strauss et al. (1983) Blood 61: 1222-1231 y Sieff et al. (1982) Blood 60: 703-713. Se
encuentran descripciones de células hematopoyéticas pluripotenciales en McNiece et al. (1989) Blood 74: 609-612
y Moore et al. (1979) Blood Cells 5: 297-311. La caracterizacién de una célula progenitora hematopoyética humana
capaz de formar colonias que contienen blastocitos in vitro se encuentra en Gordon et al. (1987) J. Cell. Physiol.
130: 150-156 y Brandt et al. (1988) J. Clin. Invest. 82: 1017-1027. El uso de células progenitoras en trasplante se
analiza en To et al. en Progenitor Threshold in Transplantion (ISBN 1-880854 17-1) pags. 15-20. Las utilidades para
las composiciones celulares obtenidas usando los métodos y las composiciones de la invencién se describen en estas
publicaciones, entre otras.

El uso de separacién magnética de alto gradiente para el aislamiento de células progenitoras hematopoyéticas hu-
manas se describe en Thomas y Landsdorp (1992)) en Advances in Bone Marrow Purging pags.537-544; y Kato y
Radbruch (1993) Cytometry 14: 384-392. Otros métodos de seleccién magnética para células progenitoras hematopo-
yéticas humanas se describen en Bigas et al. (1992) en Advances in Bone Marrow Purging pags. 545-551; Oku et al.
(1992) en Advances in Bone Marrow Purging pags. 553-560; y Hardwick et al. (1992) en Advances in Bone Marrow
Purging pags. 583-589. Se describe la clasificacidn de células magnéticas de alto gradiente en Miltenyi et al. (1990)
Cytometry 11: 231-238. Molday, Patente de Estados Unidos N° 4.452.773 describe la preparacién de microesferas de
hierro magnético-dextrano y proporciona un resumen que describe los diversos medios de preparacién de particulas
adecuadas para la unién a materiales biolégicos.
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Sumario de la invencion

Se proporcionan métodos y composiciones para el enriquecimiento y la caracterizacion de células progenitoras y
madre hematopoyéticas humanas. Se ha identificado un antigeno, denominado en este documento el antigeno AC133,
que estd presente en células madre y en células progenitoras y que se puede usar para la identificacién y/o separacion
de estas importantes células de la gran mayoria de las células presentes en una fuente bioldgica (u otra) de células
hematopoyéticas. Las composiciones de antigeno novedosas y los reactivos que reaccionan con las mismas, tales como
anticuerpos, se proporcionan para el uso en los métodos de la invencidén y para la investigacion adicional de biologia
de células progenitoras y madre hematopoyéticas. Por ejemplo, las células hematopoyéticas se pueden obtener de
diversas fuentes, que incluyen médula dsea fetal y adulta, células de sangre periférica movilizadas por citoquinas e
higado fetal, y se pueden separar usando los reactivos y métodos de la invencion.

En consecuencia, en un primer aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que se une especificamente al
antigeno AC133, antigeno del cual se muestra la secuencia en la SEC ID N°: 2.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para el enriquecimiento de células madre o progeni-
toras hematopoyéticas o ambas, comprendiendo dicho método:

combinar una poblacién mixta de células humanas que comprende células madre o progenitoras hematopoyéticas
0 ambas con un reactivo que se une especificamente al antigeno AC133, antigeno del cual se muestra la secuencia en
laSECID N®: 25y

seleccionar las células que se unen a dicho reactivo;

en el que dichas células seleccionadas estdn enriquecidas en actividad de células madre o progenitoras hematopo-
yéticas o ambas, dependiendo de si dicha poblacién mixta de células humanas contenia células madre o progenitoras
hematopoyéticas o ambas, respectivamente,

en el que dicho método no comprende la destruccién de un embrién humano.

En otro aspecto, la invencién proporciona una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopo-
yéticas, en la que dichas células se unen a un reactivo que se une especificamente al antigeno AC133, antigeno del cual
se muestra la secuencia de aminodcidos como la SEC ID N°: 2, en la que dichas células no se obtienen directamente
por un método que da como resultado la destruccién de un embrién humano.

En otro aspecto, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislado que comprende una secuencia
que tiene una region codificante de aminodcidos para AC133 como se expone en la Figura 12 (SEC ID N° 1), a
condicion de que si dicha molécula es una molécula de ARN, U sustituye a T en dicha secuencia de dicha molécula.

La invencién también proporciona un polipéptido aislado, donde dicho polipéptido comprende (a) una secuencia
de aminodcidos de AC133 como se expone en la SEC ID N°: 2; (b) una secuencia de aminodcidos en la que dicha
secuencia es una subsecuencia de (a) y tiene una longitud de al menos 10 aminoécidos y comprende un epitopo.

Un polipéptido aislado de la invencién incluye uno que comprende la secuencia de aminodcidos de extremo N
extracelular, aa 20-107; primera region transmembrana, aa 107-126; primer bucle citoplasmatico, aa 127-157; segunda
regién transmembrana, aa 158-179; primer bucle extracelular, aa 180-435; tercera region transmembrana, aa 436-454;
segundo bucle citoplasmdtico, aa 455-480; cuarta region transmembrana, aa 481-503; segundo bucle extracelular, aa
504-792; quinta regién transmembrana, aa 793-816; o extremo C citoplasmatico, aa 817-865; de la SEC ID N°: 2.

La invencidén proporciona adicionalmente un método para identificar un reactivo que se une a células madre he-
matopoyéticas humanas, que comprende detectar la unién del reactivo con un polipéptido de la invencién. El reactivo
puede ser uno que se una especificamente al antigeno AC133 de la SEC ID N°: 2 con una reactividad cruzada inferior
al 5% con cualquier antigeno presente en células sanguineas maduras.

Breve descripcion de los dibujos

La invencién que se estd describiendo ahora de forma general, se entenderd mejor con referencia a la siguiente
descripcion de realizaciones especificas junto con las figuras que forman parte de la presente memoria descriptiva, en
la que:

La Figura 1 muestra un diagrama de puntos de andlisis por separacién de células activadas por fluorescencia (FACS)
de células hepdticas fetales. El eje y representa tincion de células con anticuerpo de AC133 conjugado con ficoeritrina
(PE). Las células se tifieron con colorante de contraste con HPCA2-FITC (anti-CD34). Los niimeros representan el
porcentaje de células totales que entran dentro de los cuadrantes.

La Figura 2 es un grafico que muestra el andlisis FACS de la expresion del antigeno AC133 en células Y79.1
activadas por acetato de forbol miristato (PMA).
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La Figura 3 es un grifico que muestra el andlisis FACS del antigeno AC133 y la expresion de CD34 en células
Y79.1 activadas por PMA.

La Figuras 4A y 4B muestran diagramas de puntos de andlisis FACS de 3 colores de los anticuerpos de AC133,
CD38 y HLA-DR en células hepaticas fetales. El eje x en la Figura 4 representa HLA-DR-FITC, y el eje y representa
la tincién de células con AC133-PE. El eje x en la Figura 4B representa CD38- FITC, y el eje y representa la tincién
de células con AC133-PE.

Las Figuras 5A, 5B, 5C y 5D muestran diagramas de puntos del andlisis FACS de los anticuerpos CD38, HLA-DR,
CD90 y CD117 en células positivas a AC133 purificadas a partir de higado fetal. En la Figura SA, el eje x representa la
tincién con CD38-FITC y el eje y representa la tincién con HPCA2-PE. En las Figuras 5B, 5C y 5D, el eje x representa
tincién con HPCA2-FITC. El eje y en la Figura 5B representa la tincién de células con anti-HLA-DR-PE. El eje y en
la Figura 5C representa la tincién de células con anti-CD90-PE. El eje y en la Figura 5D representa la tincion de
células con anti-CD117-PE. Los nimeros representan el porcentaje de células totales que entran dentro de las entradas
encuadradas.

La Figura 6 es un gel que muestra los resultados de una inmunoprecipitacion con anticuerpo de AC133 y las lineas
celulares KGla e Y79.1. Los carriles son los siguientes: 1) marcadores de peso molecular; 2) una dilucién 1: 5 de
lisado de KG1a no precipitado; 3) una dilucién 1:50 de lisado de Y79.1 no precipitado; 4) lisado de KG1a precipitado
con anticuerpo AC101 (CD34); 5) lisado de Y79.1 precipitado con anticuerpo AC101; 6) lisado de KG1a precipitado
con anticuerpo HPCA2 (CD34); 7) lisado de Y79.1 precipitado con anticuerpo HPCA2; 8) lisado de KG1a precipitado
con anticuerpo 16D11 (CD34); 9) lisado de Y79.1 precipitado con anticuerpo 16D11; 10) lisado de KG1a precipitado
con anticuerpo de AC133; 11) lisado de Y79.1 precipitado con anticuerpo de AC133; 12) lisado mixto de KGla e
Y79.1 precipitado con una mezcla de anticuerpos de AC133 y HPCA2; 13) lisado de KG1a precipitado con anticuerpo
8A3 (anticuerpo CD109); 14) lisado de KG1a precipitado con anticuerpo 15G5 (anti-CD109).

Las Figuras 7A y 7B son gréficos que muestran el andlisis FACS de la expresion del antigeno CD56 (Figura 7A) y
AC133 (Figura 7B) en células Y79.1 activadas con PMA, tratadas o no tratadas con tunicamicina.

La Figura 8 es un diagrama de puntos que muestra el andlisis FACS de la tincién con HPCA2-PE (eje y) de
células hepaticas fetales purificadas magnéticamente para AC133. El eje x representa la tincién con un conjugado de
glicoforina A-FITC.

Las Figuras 9A y 9B son diagramas de puntos que muestran el andlisis FACS de tincién con HCPA2 de células
mononucleares de sangre periférica de capa leuco-plaquetaria antes y después de separacion magnética para AC133. El
eje y muestra la tincién con HCPA2-PE, el eje x muestra la tincién con anticuerpos anti-CD45 y anti-CD15 conjugados
con FITC.

La Figura 10 es un gréfico de barras que muestra la eficacia de clonacién de células purificadas para AC133 y
AC101 en un ensayo de capacidad de clonacién.

La Figura 11 es un gréfico de barras que muestra la eficacia de cultivo en placas de células purificadas para AC133
y células negativas a AC133, positivas a CD34.

La Figura 12 es una férmula quimica que muestra las secuencias de ADN y de aminodcidos para el antigeno
AC133.

La Figura 13 es un diagrama esquematico de las regiones transmembrana y otras del antigeno AC133.
Descripcion de realizaciones especificas

Se proporcionan métodos y composiciones que tienen uso en el enriquecimiento y/o la caracterizacién de células
madre humanas y/o células progenitoras hematopoyéticas. La progenie inmediata de la célula madre hematopoyética,
denominada en este documento células “progenitoras”, es capaz de dar lugar a diversos tipos celulares dentro de uno o
mas linajes. En la presente invencion, las células madre y/o un sub-conjunto de células progenitoras (es decir, células
CFU-GM que se necesitan para injerto a corto plazo) se pueden identificar o seleccionar mediante el uso de reactivos
que se unen especificamente a un antigeno descubierto recientemente denominado en este documento el antigeno
(Ag) AC133, que es altamente especifico para estas células. La alta especificidad tisular de la expresion del antigeno
AC133 es particularmente ventajosa durante el enriquecimiento para poblaciones de células progenitoras altamente
purificadas. Una poblacién de células positivas a AC133 no estd altamente enriquecida en células que son activas en
ensayos que miden la actividad de células progenitoras, particularmente la actividad de CFU-GM. El subconjunto de
células que es negativo a AC133 y positivo a CD34 estd enriquecido en actividad de BFU-E, una medida de actividad
de células progenitoras con destino eritroide.

Los reactivos que se unen especificamente al antigeno AC133 incluyen sin limitacién ligandos fisioldgicos, ligan-
dos sintéticos, anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales. Un anticuerpo monoclonal de AC133 es cualquier
anticuerpo monoclonal que interaccione especificamente con el antigeno de célula de AC133 expresado en un subcon-
junto de células progenitoras hematopoyéticas obtenido de médula 6sea humana, médula 6sea fetal e higado, sangre
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de cordén umbilical y sangre periférica de adulto. El subconjunto de células progenitoras reconocido por anticuer-
pos dirigidos a AC133 es CD34brishimuy positvo) y contiene sustancialmente toda la actividad de CFU-GM presente en
el subconjunto de CD34* (asi como las células que todavia son células madre recogidas en una coleccién de células
progenitoras). Con propdsitos de trasplante, las células activas en CFU-GM son de particular interés debido a que
proporcionan la produccién de neutréfilos. El uso de un anticuerpo de AC133 permite la inmunoseleccion positiva de
poblaciones de células progenitoras hematopoyéticas, asi como el andlisis fenotipico de poblaciones de células pro-
genitoras usando citometria de flujo. En particular, un anticuerpo contra AC133 no reconoce solamente células CFU-
GM, que se necesitan para el injerto a corto plazo y la proteccién contra septicemia, sino también células de re-pobla-
cidn a largo plazo primitivas que son necesarias para el injerto a largo plazo. Las células seleccionadas por expresion
de antigeno AC133 se pueden purificar después adicionalmente y/o separar por seleccidon para otros marcadores de
célula madre y célula progenitora hematopoyética.

Como se perfila mds adelante con detalle, las moléculas de interés en los diversos métodos de la invencién incluyen
el propio antigeno AC133, reactivos que se unen especificamente a AC133 o a un fragmento del mismo, secuencias
de 4cido nucleico que codifican el antigeno AC133 y una poblacién de células que expresan el antigeno AC133 o
cualquiera de sus fragmentos. El antigeno AC133 se puede aislar de fuentes naturales o producir usando tecnologia de
ADN recombinante. Los dcidos nucleicos pueden ser ADNc, ARN, una secuencia genémica o una secuencia sintética
que comprende la secuencia codificante por si misma o junto con regiones reguladoras de la transcripcién u otras
secuencias encontradas en vectores de expresion y/o clonacion. El propio Ag AC133 se puede obtener en una forma
purificada por aislamiento de células, que se pueden identificar como positivas por unién a anticuerpo de AC133
usando métodos de unién por afinidad conocidos en la técnica. La identificacion positiva estd disponible por digestién
proteolitica de proteinas de membrana celular y comparacion de secuencias con la secuencia de la proteina para AC133
expuesta en la Figura 12.

El mAb de AC133 es un anticuerpo con especificidad para un antigeno de superficie celular novedoso que se ex-
presa en células CD34" brillantes. El antigeno se expresa en un subconjunto de células progenitoras hematopoyéticas
obtenidas de médula ésea humana, médula dsea fetal e higado, sangre de cordén umbilical y sangre periférica de
adulto. E1 mAb de AC133 se puede usar en un sistema de perlas magnéticas para inmunoseleccionar poblaciones de
células progenitoras hematopoyéticas, dando como resultado un beneficio terapéutico potencial, asi como en el anélisis
fenotipico de poblaciones de células progenitoras usando técnicas de citometria de flujo. Para caracterizar adicional-
mente la naturaleza de esta molécula novedosa, el antigeno AC133 se purific por cromatografia de inmunoafinidad.
El antigeno AC133 consiste en una tnica cadena polipeptidica con un peso molecular reducido de aproximadamente
120 kD y comprende una glucoproteina con un polisacdrido ligados a N-glucosidico de aproximadamente 20 kDa. El
antigeno AC133 reducido se reconoce por el mAb de AC133, sugiriendo un epitopo lineal o un epitopo de azicar.

Se reconocera por los especialistas en el campo de las glucoproteinas que no se espera que tales moléculas tengan
estructuras de azicar exactamente idénticas debido a la naturaleza enzimadtica de la sintesis de azicar, que tiene lugar
sin el molde (es decir, ARN mensajero) que existe para sintesis de péptidos, aunque con toda certeza existiran simili-
tudes entre las estructuras de azicar en una coleccién de moléculas de AC133 debido a la sintesis a partir de la misma
estructura de péptido de partida. En consecuencia, “antigeno AC133” se refiere a proteinas que tienen la estructura de
péptido mostrada en la Figura 12 (analizada més adelante) con estructuras de azidcar unidas en sitios de glucosilacion.
Debido a las variaciones naturales en estructuras de azicar, también se espera una variedad de pesos moleculares para
moléculas glucosiladas y entra dentro del alcance de la presente invencion. En el caso del antigeno AC133, parece
haber una variacién relativamente baja en la estructura y el tamafio de restos de azticar afladidos, en comparacién con
otras proteinas conocidas. Se observa que el peso molecular de AC133 esta tipicamente en el intervalo de 115 a 127
kD, independientemente de los detalles de la técnica experimental usada para medir el peso molecular.

El antigeno AC133 purificado se digirié con lisil endopeptidasa para generar péptidos que se aislaron por HPLC
de fase inversa y se secuenciaron por degradacién de Edman. Estos péptidos se usaron para disefiar oligonucleétidos
degenerados usados en la reaccién en cadena de la polimerasa con un molde de genoteca de ADNc WERI-Rb-1. Esta
técnica proporcioné 1,7 kB de secuencia no ambigua que se usé después para aislar todo el clon de ADNc. Este ADNc
codifica una tnica fase de lectura abierta de 2598 nucleétidos y predice una proteina de 865 aminodcidos con un peso
molecular de 96,8 kDa, que se corresponde con el peso molecular de aproximadamente 90 kDa observado para el anti-
geno desglucosilado. El andlisis de hidrofobicidad y helicidad transmembrana sugiere la presencia de cinco dominios
transmembrana, dando como resultado dos bucles extracelulares grandes. Existe un total de 8 secuencias consenso
para sitios de glucosilacién ligada a N, todas en los dos bucles grandes (260 y 290 a.a.), respaldando el modelo es-
tructural propuesto con dos bucles extracelulares grandes y una cola citoplasmatica C-terminal de 50 aminodacidos.
Una versién truncada del antigeno AC133 que carece de la cola citoplasmética todavia se reconoce por el mAb de
AC133. Hay secuencias consenso para un motivo de cremallera de leucina en ambos bucles extracelulares, que pueden
estar implicadas en interaccion con receptor con su ligando fisiolégico. Como se muestra en la Figura 13, el antigeno
AC133 aparece como una proteina 5-transmembrana (“proteinas STM”) con un extremo N extracelular y un extremo
C citoplasmatico.

Las familias de proteinas 4TM (también denominadas proteinas con cuatro dominios transmembrana), 7TM y
11TM se han caracterizado en la bibliografia. Aunque la funcién de la familia de cuatro dominios transmembrana no
se conoce, las proteinas 7TM se piensa generalmente que las proteinas 7TM son receptores acoplados a proteina G
que se unen a agonistas quimioticticos y las proteinas 11TM representan una familia de receptores de canal iénico.
Sin embargo, una molécula STM no se ha descrito previamente y la estructura del antigeno AC133 difiere de forma
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marcada de los 7 miembros de la familia TM conocidos con respecto a peso molecular y tamafio de bucles extracelu-
lares. Adicionalmente, el antigeno AC133 no comparte homologia de secuencia con proteinas 4TM o 7TM, mientras
que los miembros de la familia comparten homologia significativa entre si, particularmente dentro de los dominios
transmembrana.

Fragmentos cortos del gen de AC133 estdn presentes en Genbank como EST (etiquetas de secuencia expresada),
tales como retina de adulto, islotes pancredticos y cerebro fetal. Sin embargo, la expresion del antigeno AC133 parece
estar limitada a células madre hematopoyéticas primitivas y algunos tejidos derivados de cresta neural. El antigeno
AC133 también se expresa en células de teratocarcinoma NT-2; sin embargo, la expresion se pierde cuando estas
células se diferencian finalmente en neuronas. La interaccién del ligando fisiolégico con el antigeno AC133 (receptor)
puede proporcionar sefializacion intracelular.

El anticuerpo monoclonal original descubierto para el antigeno AC133 es uno de un grupo de anticuerpos que defi-
ne un antigeno novedoso de aproximadamente Pm 120.000, que se expresa selectivamente en células madre humanas
y progenitoras hematopoyéticas CD38%¢", Las células CD34"" goportan linfopoyesis de células B y mielopoyesis
a largo plazo in vitro y median en la repoblacién de T, B, mielomonocitica y megacariocitica in vivo. Las células
CD34¢dim (poco positivas) gy han conseguido proporcionar actividad hematopoyética a largo plazo in vitro o in vivo. La po-
blacién CD34"™ contiene toda la actividad de células madre primitiva y, por lo tanto, es la poblacién de eleccién para
estudios adicionales en trasplante de células madre hematopoyéticas y terapia génica. El anticuerpo de AC133 propor-
ciona un medio para la seleccion positiva y el andlisis fenotipico de células madre hematopoyéticas y un subconjunto
de células progenitoras comprometidas. El anticuerpo especifico original de AC133, un anticuerpo IgG, murino, se ge-
nerd a partir de ratones inmunizados con células progenitoras humanas CD34* purificadas. Para determinar el fenotipo
preciso del antigeno de células positivas a AC133, se examinaron células doblemente positivas a AC133 y CD34 en
higado fetal, médula 6sea fetal y de adulto, sangre de cordon umbilical y sangre periférica usando anélisis FACS de 3
y 4 colores. El subconjunto reconocido por el anticuerpo de AC133 en todos los tejidos son CD34e" CD38~/*, HLA-
DR*/~. Las poblaciones de células madre CD90*, CD117* y CD109* estén incluidas dentro de la poblacién positiva a
AC133. Tipicamente, AC133 tifie el 20-60% de todas las células CD34", una poblacién que contiene toda la poblacién
CD34" sin destino de linaje asi como células CD34" con destino a la ruta de granulocitos/monocitica. La expresion del
antigeno AC133 no se ha demostrado en células mononucleares de sangre periférica, granulocitos, plaquetas o células
endoteliales obtenidas de vena umbilical por procedimientos convencionales de FACS. El andlisis FACS en un grupo
de 50 lineas celulares humanas muestra que solamente 2 lineas de células de retinoblastoma, Y79.1 y WERI-Rb-1,
expresan el antigeno AC133, junto con células de teratocarcinoma NT-2. El trasplante de células positivas a AC133 en
oveja fetal ha demostrado la capacidad de injerto de células seleccionadas y se han recogido células humanas que se
han alojado en la médula dsea de oveja fetal y se ha demostrado que se injertan en receptores secundarios, probando el
potencial de re-poblacién a largo plazo de células seleccionadas. El gen de AC133 codifica un polipéptido que consiste
en 865 aa con un tamafio predicho de 96,8 kDa. Esta proteina tiene una estructura tnica, que atraviesa 5 veces la mem-
brana. Por lo tanto, el antigeno AC133 define una nueva clase de proteinas de membrana STM de mamifero. De forma
conjunta, estos datos demuestran que AC133 proporciona un sistema de antigeno alternativo para la identificacién y
separacion de células madre hematopoyéticas.

Los anticuerpos que se unen selectivamente a células madre y/o células progenitoras son de particular interés. Los
anticuerpos para Ag AC133 se pueden obtener inmunizando un hospedador mamifero inmunocompetente xenogénico
(tal como un hospedador murino, roedor, lagomorfo, ovino, porcinos o bovino) con células progenitoras hematopo-
yéticas humanas. La eleccién de un hospedador particular es principalmente uno de conveniencia. Se obtiene una
poblacién de células progenitoras adecuadas para inmunizacién aislando células CD34" a partir de sangre periféri-
ca movilizada por citoquinas, médula dsea, higado fetal u otra fuente de células progenitoras. Las células se pueden
incubar con fitohemaglutinina antes de su uso como un inmunégeno.

Las inmunizaciones se realizan de acuerdo con técnicas convencionales, en las que las células se pueden inyectar
por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravascular en un hospedador. Normalmente
se usardn de aproximadamente 10 a 10® células, que se pueden dividir en 1 o mas inyecciones, habitualmente no mds
de aproximadamente 8 inyecciones, a lo largo de un periodo de aproximadamente una a tres semanas. Las inyecciones
pueden tener lugar con o sin adyuvante. Los ejemplos de adyuvante incluyen adyuvante completo o incompleto de
Freund, specol y alumbre.

En una realizacién preferida se usa la inmunizacién contralateral, como se describe en los siguientes ejemplos.
Este método depende de la capacidad de transito de linfocitos inmunes para alojarse en el sitio de la estimulacién
con antigeno. Los animales se pre-inmunizan en un sitio localizado en un lado del cuerpo, tal como una almohadilla
izquierda, con células que expresan muchos antigenos inmunodominantes pero irrelevantes. Se pueden usar diversas
células hematopoyéticas maduras con este propoésito. El inmundgeno de interés se inyecta en un sitio localizado en el
lado opuesto del animal. Los linfocitos pre-inmunizados con y que responden a antigenos irrelevantes se atraen a los
ganglios linféticos que drenan el lado izquierdo, mientras que los linfocitos que responden al inmundgeno de interés
estardn presentes en los ganglios linfaticos que drenan el lado derecho, por ejemplo, los ganglios linfaticos popliteos
para inyeccion en almohadilla. Este ganglio linfatico popliteo se puede usar como una fuente de células para fusién.

Después de la finalizacién del protocolo de inmunizacién, el antisuero se puede recoger de acuerdo con técnicas
convencionales para proporcionar antisueros policlonales especificos para las proteinas de membrana de superficie
de células progenitoras hematopoyéticas, incluyendo Ag AC133. Después, los linfocitos se pueden recoger del tejido
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linfoide apropiado, por ejemplo, bazo o ganglio linfatico drenante y fusionar con un compaiiero de fusién apropiado,
habitualmente una linea de mieloma, para producir un hibridoma que secrete un anticuerpo monoclonal especifico. La
seleccidn de clones de hibridomas para la especificidad antigénica de interés se puede realizar de acuerdo con métodos
convencionales.

Son de interés particular el anticuerpo monoclonal especifico AC133 descrito en los siguientes Ejemplos; otros
anticuerpos (tanto monoclonales como policlonales) que se unen al antigeno AC133, especialmente anticuerpos con
reactividad cruzada (es decir, los que se unen al mismo epitopo e inhiben sustancialmente la unién simultinea); espe-
cies andlogas de los mismos; fragmentos de unién de los mismos; y conjugados de los mismos. Se realizé un depdsito
de una linea celular de hibridoma murino que expresa un anticuerpo para el antigeno AC133 en la Coleccién Ameri-
cana de Cultivos Tipo, 12301 Parklawn Drive, Rockville MD 20852, el 23 de abril de 1997.

Estos anticuerpos tienen capacidad de inmunoseleccion para el subconjunto hematopoyético de interés.

Se conoce que los anticuerpos se pueden producir como una cadena Unica en vez de una estructura multimérica
normal. Se describen anticuerpos de cadena tnica en Jost et al. (1994) A.B.C. 269: 26267-73, y en numerosas otras
publicaciones. Las secuencias de ADN que codifican la regién variable de la cadena pesada y la region variable de
la cadena ligera se ligan en un espaciador que codifica al menos aproximadamente 4 aminodcidos de aminodcidos
neutros pequefios, que incluyen glicina y/o serina. La protefna codificada por esta fusién permite el ensamblaje de una
region variable funcional que conserva la especificidad y afinidad del anticuerpo original.

También se conocen en la técnica métodos para humanizar anticuerpos. Un anticuerpo humanizado puede ser el
producto de un animal que tenga genes de region constante de inmunoglobulina, humanos, transgénicos (véase, por
ejemplo, las Solicitudes Internacionales de Patente WO 90/10077 y WO 90/04036). Alternativamente, el anticuerpo de
interés se puede modificar por ingenieria genética mediante técnicas de ADN recombinante para sustituir los dominios
CH1, CH2, CH3, bisagra y/o los restos flanqueantes con la correspondiente secuencia humana (véase el documento
WO 92/02190).

El uso de ADNc de Ig para la construccién de genes de inmunoglobulina quiméricos se conoce en la técnica
(Liu et al. (1987) PN.A.S. 84: 3439 y (1987) J. Immunol. 159: 3521). En estas técnicas, se aisla ARNm a partir de
un hibridoma u otra célula que produzca el anticuerpo y se usa para producir ADNc. El ADNc de interés se puede
amplificar por la reaccién en cadena de la polimerasa usando cebadores especificos (Patentes de Estados Unidos N°
4.683.195y 4.683.202). Alternativamente se puede preparar una genoteca y explorar para aislar la secuencia de interés.
La secuencia de ADN que codifica la regién variable del anticuerpo se fusiona después con secuencias de regién
constante humanas. Las secuencias de genes de region constante humanos se pueden encontrar en Kabat et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, N.I.LH. N° de publicacién 91-3242. Los genes de regién C humanos
estan disponibles de forma sencilla a partir de clones conocidos. Después, el anticuerpo quimérico, humanizado se
puede expresar mediante métodos convencionales.

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos Fv, F(ab’), y Fab por escision del anticuerpo
intacto, por ejemplo, por escisién con proteasa o quimica. Alternativamente se puede disefiar un gen truncado. Por
ejemplo, un gen quimérico que codifica una porcién del fragmento F(ab’), podria incluir secuencias de ADN que
codifican el dominio CH1 y la regién bisagra de la cadena H, seguido de un coddn de terminacién de la traduccién
para producir un fragmento de anticuerpo truncado.

Los anticuerpos para el antigeno AC133 se unen a una proteina que tiene un peso molecular aparente (en con-
diciones de transferencia de Western a partir de geles SDS-PAGE reductores, basados en patrones disponibles en el
mercado) de aproximadamente 120 kD y generalmente parece estar en el intervalo de aproximadamente 115 a 127 kD.
El anticuerpo parece reconocer un epitopo de azicar, ya que el anticuerpo de AC133 no se puede inmunoprecipitar a
partir de células WERI-Rb-1 tratadas con tunicamicina. El antigeno AC133 se expresa en un subconjunto de células
CD34*, pero estd ausente en endotelio y fibroblastos. En la poblacién de células positivas a AC133 se incluyen células
progenitoras HLA-DR*, CD90* y CD117* (el antigeno conocido anteriormente como CD90* se conoce ahora como
CD90*; tanto células positivas y negativas a DR como positivas y negativas a CD38 se incluyen en esta poblacion). Es-
ta poblacién contiene sustancialmente toda la actividad de células madre hematopoyéticas presente en el subconjunto
CD34* de células hematopoyéticas.

Los reactivos que se unen especificamente al antigeno AC133 no estdn limitados a anticuerpos. Se puede usar
cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica para detectar la unién de una especie a otra para ensayar la
presencia de un reactivo de unién a antigeno AC133. Un ensayo que se puede adaptar de forma universal implica
la distribucion de radiactividad entre fases solubles y sélidas que se puede detectar usando compuestos de ensayo
marcados de forma radiactiva y antigeno AC133 unido a una fase sélida. El antigeno AC133 se puede unir, por
ejemplo, a una fase sélida en una columna y un compuesto de ensayo marcado con tritio o '*C en un tampén fisiolégico
se puede pasar a través de la columna. La radiactividad unida se puede detectar directamente en la columna o por la
resta de la radiactividad en la fase soluble que pasa a través de la columna de la radioactividad aplicada. La afinidad de
unién se puede detectar midiendo los niveles de la radiactividad unida a diferentes concentraciones de compuesto de
ensayo después de dejar un tiempo suficiente para que se equilibre la unién. La especificidad de la unién para AC133
se puede detectar determinando si los compuestos de ensayo que se unen a AC133 también se unen a antigenos
presentes en células sanguineas maduras (u otros antigenos de interés en un medio de ensayo preseleccionado). Los
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ligandos especialmente preferidos son los que son selectivos para AC133 con mds del 10%, preferiblemente menos
del 5%, de reactividad cruzada con cualquier antigeno presente en células sanguineas maduras. La reactividad cruzada
se puede medir mediante cualquier técnica convencional y se mide preferiblemente mediante un ensayo de unién
competitiva entre antigeno AC133 puro, el ligando a ensayar, y el supuesto antigeno de reactividad cruzada usando
una concentracién de antigeno AC133 y ligando de ensayo en la que el ligando satura la mitad de la unién a AC133.

Una vez que se ha identificado un reactivo que se une especificamente a AC133, el reactivo (en su forma marcada
radiactivamente, en una forma no radiactiva modificada para contener otro marcador o en ciertos usos en forma no
marcada) se puede usar en diversos ensayos o usos bioldgicos que demandan la unién de un reactivo para AC133,
tales como tincién fluorescente, separacion de células o diferenciacién de células, in vivo e in vitro. Por ejemplo, la
inmunoseleccién con un anticuerpo contra AC133 proporciona un medio para purificar células progenitoras y madre
hematopoyéticas. Los anticuerpos también encuentran uso en diagndstico para detectar o enumerar células progenito-
ras hematopoyéticas, para dividir la poblacién positiva a CD34 en sub-poblaciones funcionalmente distintas, para el
aislamiento de células progenitoras y para la preparacién de progenitores para producir células sanguineas maduras.
Se pueden ensayar muestras bioldgicas (por ejemplo, sangre o derivados de la misma, biopsias y liquido sinovial) para
la presencia de células que expresan la molécula de superficie unida por los anticuerpos del sujeto. Por ejemplo, se
pueden realizar ensayos en lisados celulares, células intactas o secciones congeladas para distinguir diferentes tipos
de células.

Los anticuerpos del sujeto y otros reactivos que se unen especificamente a AC133 son titiles para la preparacion
de células progenitoras y madre hematopoyéticas humanas sustancialmente puras. Un subconjunto de células pro-
genitoras se puede separar de otras células hematopoyéticas basdndose en la unién a AC133 y se pueden separar
adicionalmente entre si por unién a otros marcadores de superficie conocidos en la técnica. Las fuentes de células
hematopoyéticas incluyen médula ésea fetal o de adulto; higado fetal, sangre de cordon umbilical y sangre periférica,
particularmente sangre periférica movilizada por citoquinas (véase, por ejemplo, Campos et al. (1993) Leukemia 7:
1409-15 y Grigg et al. (1993) Bone Marrow Trasplant 11, Supl 2: 23-9).

Se ha descrito que las células madre humanas tienen el fenotipo CD34"; HLA-DR*; CD38dm/meeaivo. CD117
(c-Kit)%™; CD90 (Thy-1)*; y que carecen de expresién de una diversidad de marcadores especificos de linaje, que
incluyen CD3, CD4, CD7, CDS, CD14, CD15 y CD19. Una indicacién negativa indica que el nivel de tincién estd en
o por debajo de la intensidad del brillo de un control negativo coincidente con isotipo. Una indicacién dim indica que
el nivel de tincién puede estar proximo al nivel de una tincidn negativa, pero también puede ser mds brillante que un
control coincidente con isotipo.

Los procedimientos para separacion incluyen separaciéon magnética usando perlas magnéticas recubiertas con an-
ticuerpo y cromatografia por afinidad o “seleccién” usando anticuerpo unido a una matriz sélida (por ejemplo, placa).
Las técnicas que proporcionan separacion precisa incluyen clasificadores de células activadas por fluorescencia, que
pueden tener grados variables de sofisticacion, tales como tener canales de color multiple, canales de deteccion de dis-
persion de luz de dngulo bajo y obtuso o canales de impedancia. Las células muertas se pueden eliminar por seleccién
con colorantes asociados con células muertas, por ejemplo (yoduro de propidio, LDS). Los glébulos rojos se pueden
eliminar (por ejemplo), por decantacién, hemdlisis o gradientes de Ficoll-Paque. Se puede emplear cualquier técnica
que no sea innecesariamente perjudicial para la viabilidad de las células seleccionadas.

De forma practica, los anticuerpos se pueden conjugar con marcadores para varios propésitos diferentes: por ejem-
plo, perlas magnéticas para permitir la facilidad de separacién de un tipo celular particular; biotina, que se une con
alta afinidad a avidina o estreptavidina; fluorocromos, que se pueden usar con un clasificador de células activadas por
fluorescencia; haptenos; y similares. Se pueden emplear andlisis multi-color con una FACS o en una combinacién de
separacidon inmunomagnética y citometria de flujo. El andlisis multi-color es de interés para la separacién de células
basadas en antigenos de superficie miltiples: por ejemplo, AC133*, CD90* o CD117*, AC133~ o CD34*. Los fluo-
rocromos que se usan en un andlisis multi-color incluyen ficobiliproteinas, por ejemplo, ficoeritrina y aloficocianinas;
fluoresceina y rojo Texas.

En una realizacién de la invencion, un anticuerpo anti-AC133 se conjuga directamente o indirectamente con un
reactivo magnético, tal como una microparticula superparamagnética (microparticula). La conjugacién directa con una
particula magnética se consigue mediante el uso de diversos grupos de enlace quimico como se conoce en la técnica.
Por ejemplo, el anticuerpo se puede acoplar a las microparticulas mediante grupos amino de cadena lateral o sulfhidrilo
y reactivos de entrecruzamiento heterofuncionales. Estd disponible un gran niimero de compuestos heterofuncionales
para el enlace con entidades. Un grupo de enlace preferido es éster de N-hidroxisuccinimida de dcido 3-(2-piridil-
ditio)propiénico (SPDP) o éster de N-hidroxisuccinimida de acido 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilico
(SMCC) con un grupo sulfhidrilo reactivo en el anticuerpo y un grupo amino reactivo en la particula magnética.

Alternativamente, un anticuerpo anti-AC133 se acopla indirectamente a particulas magnéticas. El anticuerpo se
conjuga directamente con un hapteno y anticuerpos especificos de hapteno, de segunda etapa se conjugan con las
particulas. Los haptenos adecuados incluyen digoxina, digoxigenina, FITC, dinitrofenilo, nitrofenilo, avidina y biotina.
Los métodos para la conjugacién del hapteno a una proteina se conocen en la técnica y los kits para tales conjugaciones
estdn disponibles en el mercado.
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Para separacién o identificacion de células madre o células progenitoras se afiade un anticuerpo a una muestra de
células hematopoyéticas. La cantidad de un anticuerpo anti-AC133 necesaria para unirse a un subconjunto de células
particular se determina empiricamente realizando una separacién de ensayo y un andlisis. Las células y un Ab anti-
AC133 se incuban durante un periodo de tiempo suficiente para que se formen complejos, habitualmente al menos
aproximadamente cinco minutos, mas habitualmente al menos aproximadamente 10 minutos y habitualmente no mas
de una hora, més habitualmente no mas de aproximadamente 30 minutos.

Las células se pueden incubar adicionalmente con anticuerpos o moléculas de unién especificas para los marcado-
res de superficie celular que se conoce que estdn presentes o ausentes en células progenitoras o madre hematopoyéticas.
Por ejemplo, CD90, CD117 y HLA-DR son ttiles en la seleccion positiva de células madre. Se pueden usar diversos
marcadores que se conocen que estidn ausentes en células madre, tales como CD3, CD4, CD8, CD14, CD15 y CD19,
para seleccion negativa. Las células marcadas se separan de acuerdo con la preparacién de anticuerpo especifica. Los
anticuerpos marcados con fluorocromo son ttiles para la separacion por FACS vy las particulas magnéticas para selec-
cién inmunomagnética o particularmente seleccién magnética de alto gradiente (HGMS). Se describen dispositivos
de separacién magnética ilustrativos en el documento WO/90/07380, el documento PCT/US96/00953 y el documento
EP438.520, incorporados como referencia en este documento.

La poblacién celular purificada se puede recoger en cualquier medio apropiado. Diversos medios estdn disponibles
en el mercado y se pueden usar, incluyendo Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), Solucién Salina
Basica de Hank (HBSS), solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS), RPMI, Medio de Dulbecco
Modificado por Iscove (IMDM) y solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con EDTA 5 mM, cualquiera de los
cuales se puede suplementar con suero fetal de ternero (FCS), albimina sérica bovina (BSA) o albimina sérica humana
(HSA).

Las composiciones altamente enriquecidas para células progenitoras y/o madre hematopoyéticas humanas (de-
pendiendo de la fuente de células) se consiguen de este modo en una Unica etapa. Las células deseadas serdn el o
aproximadamente el 80% o mas de la composicion de células y seran preferiblemente el o al menos aproximadamente
el 90% o mas de la composicion de células. Las poblaciones especificas de interés incluyen células de AC133*, que se
caracterizan como CD34™&" y HLA-DR*/~. Esta poblacién se puede seleccionar adicionalmente para las células que
son CD90*, CD117* y/o CD38%™, Funcionalmente, estas células estdn altamente enriquecidas en actividad CFU-GM
y en células de re-poblacién a largo plazo. Otra poblacién de interés es CD133~ y CD34*, que estd enriquecida en ac-
tividad de BFU-E. El uso de los anticuerpos sujeto para purificacién es ventajoso con respecto al uso de CD34, debido
a que AC133 se expresa por una poblacién mds restringida de células, permitiendo de este modo un subconjunto mas
enriquecido para la actividad especifica de interés.

Una vez que se han aislado las células deseadas, se pueden propagar mediante cultivo en medio acondicionado a
partir de células estromales, co-cultivo con tales células estromales o en medio que comprende factores de manteni-
miento que soportan la proliferacion de tales células progenitoras, por ejemplo, factor de células madre o combina-
ciones de interleuquinas. El medio empleado para cultivar las células es de forma préictica un medio enriquecido de
forma definida, tal como IMDM o una mezcla de IMDM y RPMI 1640, y generalmente estard compuesto por sales,
aminoécidos, vitaminas, 8-mercaptoetanol 5 x 1075 M, estreptomicina/penicilina y suero fetal de ternero al 10%, y se
puede cambiar de vez en cuando, generalmente al menos de una a dos veces por semana.

Las composiciones de células sujeto se usardn en una diversidad de modos. Se pueden usar para reconstituir un
hospedador irradiado y/o un hospedador sometido a quimioterapia. Proporcionando maduracién, proliferacién y di-
ferenciacién en uno o mds linajes seleccionados mediante factores de crecimiento diferentes especificos, las células
progenitoras se pueden usar como una fuente de células comprometidas. se pueden usar factores tales como eritropo-
yetina, factores estimulantes de colonias (por ejemplo, GM-CSF, G-CSF o M-CSF), interleuquinas (por ejemplo, IL-
1,-2,-3, -4, -5, -6, -7,- 8, -9 0 -10) o similares o células estromales para influir en el crecimiento y la diferenciacién
de células progenitoras.

Las células también se pueden usar en el aislamiento y la evaluacién de factores asociados con la diferenciacion
y maduracién de células hematopoyéticas, incluyendo reactivos que se unen especificamente al antigeno AC133. Por
tanto, las células se pueden usar en ensayos para determinar la actividad de medios, tales como medio acondicionado;
para evaluar fluidos para determinar actividad de factor de crecimiento o implicacién con dedicacién de linajes; o
similares.

Las células se pueden usar para el tratamiento de enfermedades genéticas. Las enfermedades genéticas asociadas
con células hematopoyéticas se pueden tratar mediante modificacidn genética de células madre autélogas o alogénicas
para corregir un defecto genético o tratar de proteger contra enfermedad, por ejemplo, VIH. Por ejemplo, las enfer-
medades tales como S-talasemia, anemia de células falciformes, deficiencia de adenosina desaminasa, deficiencia de
recombinasa o deficiencia de gen regulador de recombinasa se pueden corregir por introduccién del gen de tipo silves-
tre en las células de sujeto, por recombinacién homdéloga o aleatoria. Alternativamente, se pueden trasplantar células
progenitoras alogénicas normales. Se pueden tratar también enfermedades diferentes a las asociadas con células he-
matopoyéticas, en las que la enfermedad esta relacionada con la ausencia de un producto secretado particular tal como
hormonas, enzimas, interferon, factor o similares.
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Las células se pueden congelar a temperaturas de nitrégeno liquido y almacenar durante largos periodos de tiempo,
ya que se pueden descongelar y reutilizar. Las células se almacenaran habitualmente en DMSO al 5% y suero fetal de
ternero al 95%. Una vez descongeladas, las células se pueden expandir mediante el uso de factores de crecimiento o
células estromales asociadas con proliferacion y diferenciacion de células madre.

El antigeno AC133 se puede obtener en forma sustancialmente pura a partir de fuentes naturales o mediante
técnicas recombinantes. A partir de fuentes naturales, las células positivas a antigeno se lisan y pasan a través de
una columna de afinidad de anticuerpo monoclonal anti-AC133. Las células progenitoras hematopoyéticas se pueden
aislar a partir de fuentes naturales mediante técnicas de separacidn convencionales o se pueden usar las lineas celulares
descritas en la seccién experimental como una fuente de antigeno. La proteina purificada por afinidad se eluye de la
columna de afinidad con una solucién salina apropiada o gradiente acuoso/orgdnico, tal como acetonitrilo o etanol,
habitualmente en presencia de una concentracién de 4cido baja, por ejemplo, dcido trifluoroacético al 0,1-1 por ciento.
La proteina eludia se purifica después adicionalmente mediante cromatografia, electroforesis o similares de acuerdo
con técnicas convencionales.

Los siguientes ejemplos describen el uso de un anticuerpo monoclonal para purificar el antigeno AC133 por cro-
matografia de afinidad dando como resultado un antigeno AC133 mas del 95% puro. Los péptidos de una preparacién
purificada de este tipo se pueden preparar y aislar para andlisis de secuencia, como resultado de lo cual se pueden dise-
far sondas de 4cido nucleico para el aislamiento de las secuencias génicas de AC133. La secuencia génica de AC133
expuesta en este documento (Figura 12) permite que se pueda obtener el antigeno mediante técnicas recombinantes.
Por ejemplo, el ARN total se aisla a partir de células de las que se ha demostrado por unién a anticuerpo que expresan
la proteina dirigida. E1 ADN residual se elimina de acuerdo con técnicas convencionales y el ARN poliadenilado se
puede purificar adicionalmente, por ejemplo, en oligo-dT sepharose o por cromatografia en gel. Después se prepara
ADNCc de acuerdo con técnicas convencionales usando transcriptasa inversa (véase Sambrook et al., anteriormente
y los siguientes ejemplos). Después, el ADNc se introduce en un sistema de clonacién apropiado, tal como A gtl1,
donde se expresa el ADNc. Las placas de fago se pueden explorar después usando los anticuerpos sujeto o mediante
empleo de antisueros policlonales. Alternativamente se puede usar un sistema de clonacién que permite el sondaje
con secuencias de dcido nucleico obtenidas de la secuencia proteica de antigeno AC133. Después, los insertos de
ADNCc se subclonan en otros vectores, si se desea. E1l ADNc se puede usar para sondaje adicional de la genoteca de
ADNCc para un transcrito completo. Alternativamente, la secuencia de ADNc se puede usar para sondar una genoteca
genémica para identificar el gen gendmico que codifica las proteinas sujeto (Véase, por ejemplo, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2a ed., J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis, CSHL, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

El ADN de la invencién incluye las secuencias de nucledtidos que codifican la proteina AC133, asi como se-
cuencias de nucledtidos no codificantes 5’ y 3’ adyacentes implicadas en la regulacién de expresion de la proteina
codificada por los genes, e incluird hasta aproximadamente la longitud del ARNm maduro o ADN genémico. Por
tanto, la presente invencion proporciona una molécula de dcido nucleico aislado, en el que la molécula comprende (1)
una primera secuencia que tiene una regién codificante de aminodcidos para AC133 como se expone en la Figura 1
(SEC ID N°: 1); una segunda secuencia en la que al menos un nucleétido de dicha primera secuencia se sustituye por
un nucleétido diferente; o una tercera secuencia complementaria a la dicha primera o segunda secuencia; a condicién
de que (i) si dicha molécula es una molécula de ARN, U sustituye a T en dicha secuencia de dicha molécula, (ii)
dicha segunda secuencia tiene una identidad de al menos el 90%, preferiblemente al menos el 95% con dicha primera
secuencia y (iii) dicha tercera secuencia no son los nucleétidos 347-667, 1564-1696 6 2110-2386 de la SEC ID N°: 1.
También incluido como ADN de la invencién estd la secuencia gendmica correspondiente, incluyendo intrones. Estas
secuencias no codificantes incluyen secuencias de terminacion y poliadenilacidn, secuencias de unién a proteina re-
guladora, secuencias de la transcripcién y similares. Las moléculas que contienen las secuencias de ADNc de AC133
de longitud completa son utiles como fuentes de subsecuencias o como materiales de partida para la preparacion de la
propia molécula de AC133.

Una “subsecuencia” es un grupo de nucledtidos consecutivos de la secuencia de ADNc. Se puede usar cualquiera
de estas secuencias en la identificacion de presencia (o ausencia) del gen de AC133 o de la expresion del ARNm que
codifica el antigeno AC133. Tales subsecuencias se pueden preparar mediante sintesis quimica a partir de nucleétidos
de partida (como en un sintetizador de genes automadtico) o mediante manipulaciéon bioquimica de las secuencias
de longitud completa (por ejemplo, usando endonucleasas de restriccién para preparar fragmentos, opcionalmente
seguido de (1) escision de nucledtidos terminales y exonucleasas y/o (2) clasificacién por tamafio y/o captura por
afinidad para seleccionar la secuencia deseada). Cualquier subsecuencia de la secuencia de AC133 descrita en la SEC
ID N°: 1 de suficiente longitud para ser tinica entre los demds dcidos nucleicos presentes en las condiciones que se estdn
usando es ttil como uno de los dos cebadores usados en una amplificacidn por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) de todo o parte del gen de AC133 genémico. La longitud de una subsecuencia necesaria para hibridar de forma
Unica con la secuencia diana deseada variard con el método particular que se estd usando, y la seleccion de la longitud
estd dentro de la especialidad de los que realizan la identificacién rutinaria de material genético. Una subsecuencia
preferida tiene al menos 15 nt de longitud, més preferiblemente al menos 18 nt, ain més preferiblemente al menos 19,
20, 21, 25 6 30 nt de longitud hasta la longitud completa de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID N°:
1, preferiblemente menos de 200 nt de longitud si se usa como una sonda de hibridacién o menos de 50 nt de longitud
si se usa como un cebador de PCR.

Tres subsecuencias dentro de la region codificante de 1a SEC ID N°: 1 se registraron previamente en Genbank como
EST de funcion desconocida. En consecuencia, estas subsecuencias de Genbank, los nucleétidos 347-667, 1564-1696
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y 2010-2386 no se reivindican como subsecuencias de la invencidn. Adicionalmente, existen varias EST en Genbank
de la regién no traducida 3’ de la SEC ID N°: 1, es decir, de funcién desconocida, especificamente en las regiones
abarcadas por los nucleétidos 2684-3332 y 3408-3804. Las subsecuencias de estas dos regiones no se reivindican
como parte de la presente invencion.

Las composiciones de dcido nucleico de la invencidn sujeto pueden ser secuencias gendmicas o de ADNc. Se
pueden obtener fragmentos a partir de la secuencia de ADNc o gendmica sintetizando quimicamente oligonucleétidos
de acuerdo con métodos convencionales, tal como por digestién con enzimas de restricciéon o mediante amplificacién
por PCR. Para la mayor parte, los fragmentos tendrdn una longitud de al menos 12 NT, mds habitualmente al menos 18
NT o una de las demads longitudes que se han descrito anteriormente. Los fragmentos preferidos incluirdn un epitopo
funcional. La secuencia que proporciona un epitopo funcional se puede determinar mediante expresion de la secuencia
y ensayo para determinar la reactividad del producto de expresién con anticuerpos especificos mediante inmunoensayo
convencional.

Se exponen secuencias ilustrativas de aminodcidos y de ADN de la invencién en la SEC ID N°: 1 y 2 a continuacién.
En esta memoria descriptiva se usan abreviaturas convencionales para nucleétidos y aminodcidos. Los polipéptidos
obtenidos del antigeno AC133 natural son realizaciones particularmente preferidas de la invencién, aunque las varia-
ciones basadas en las secuencias especificas de estos polipéptidos también son parte de la presente invencién. En sus
aspectos mds amplios, la invencidn (ya que se refiere a los polipéptidos por si mismos) incluye cualquier polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en (1) una primera secuencia de aminoacidos de AC133 como se expone en la
SEC ID N°: 2; o (2) una segunda secuencia de aminodcidos en la que la segunda secuencia es una subsecuencia de las
primeras secuencias y tiene una longitud de al menos 10 aminodcidos y comprende un epitopo.

Dos secuencias de aminodcidos son homdlogas si existe una identidad parcial o completa entre sus secuencias. Por
ejemplo, una homologia del 85% significa que el 85% de los aminodacidos son idénticos cuando las dos secuencias se
alinean para coincidencia maxima. Se permiten huecos (en cualquiera de las dos secuencias que se estin emparejando)
para maximizar el emparejamiento. Se prefieren huecos de 5 o menos, prefiriéndose de 2 o menos. Alternativamente
y preferiblemente, dos secuencias de proteina (o secuencias polipeptidicas obtenidas de las mismas de al menos 30
aminodcidos de longitud) son homélogas como se usa esta expresion en este documento, si tienen una puntuacién
de alineamiento de mds de 5 (en unidades de desviacion tipica) usando el programa align con la matriz de datos de
mutacién y una penalizacién por hueco de 6 o mas (Dayhoff, M. O., en Atlas of Protein Sequence and Structure, 1972,
vol. 5, National Biomedical Research Foundation, pags. 101-110 y el suplemento 2 a este volumen, pdgs. 1-10). Las
dos secuencias o partes de la misma son mas preferiblemente homélogas si sus aminoécidos tienen mds de o igual al
50% de identidad cuando se alinean de forma 6ptima usando el programa align.

Se consideran variaciones menores de aminoacidos a partir de los conjuntos de secuencia de aminoacidos naturales
expuestas en la SEC ID N°: 2; en particular se consideran sustituciones conservativas de aminodcidos. Las sustituciones
conservativas de las que tiene lugar dentro de una familia de amino4cidos estdn relacionadas en sus cadenas latera-
les. Los aminodcidos codificados genéticamente generalmente estdn divididos en cuatro familias: (1) 4cido, aspartato,
glutamato; (2) basico: lisina, arginina, histidina; (3) no polar: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptéfano; y (4) polar no cargado: glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. La
fenilalanina, el tript6fano y la tirosina en ocasiones se clasifican de forma conjunta como aminodcidos aromaticos.
Por ejemplo, es razonable esperar que una sustitucion aislada de una leucina con una isoleucina o valina, un aspar-
tato con un glutamato, una treonina con una serina o una sustitucién similar de un aminoédcido con un aminoécido
estructuralmente relacionado no tendrd un efecto importante sobre las propiedades de unién de la molécula resultante,
especialmente si la sustitucién no implica ningiin aminodcido como un sitio de unién implicado en la interaccién de
AC133 o sus derivados con un reactivo que se une especificamente a AC133. Si un cambio de amino4cidos da como
resultado un péptido funcional se puede determinar de forma sencilla ensayando las propiedades de unién especificas
del derivado polipeptidico.

Como se muestra en la Figura 13, existen varias regiones que tienen diferentes funciones en la estructura peptidica
de AC133. Estas regiones se pueden describir (comenzando con el extremo amino) como un extremo N extracelular,
una primera region transmembrana, un primer bucle citoplasmatico, una segunda regién transmembrana, un primer
bucle extracelular, una tercera regioén transmembrana, un segundo bucle citoplasmatico, una cuarta regién transmem-
brana, un segundo bucle extracelular, una quinta regién transmembrana y un extremo C citoplasmatico. Los tamafios
aproximados de las regiones se muestran en la Figura 13, que estima de mejor modo los aminodcidos presentes en las
diferentes regiones del siguiente modo: extremo N extracelular, aa 20-107; primera regién transmembrana, aa 107-
126; primer bucle citoplasmadtico, aa 127-157; segunda regién transmembrana, aa 158-179; primer bucle extracelu-
lar, aa 180-435; tercera region transmembrana, aa 436-454; segundo bucle citoplasmatico, aa 455-480; cuarta regién
transmembrana, aa 481-503; segundo bucle extracelular, aa 504-792; quinta regién transmembrana, aa 793-816; y
extremo C citoplasmadtico, aa 817-865. Parece haber una secuencia sefial escindible (aa 1-19) en el extremo amino
del péptido codificado; esta secuencia no estd incluida como parte de las regiones mostradas en la Figura 13 pero esta
ahora presente en péptidos AC133 producidos de forma sintética.

También se muestran en la Figura 13 las ubicaciones aproximadas de dos segmentos peptidicos cortos (P1-P4) que
se identificaron para verificar la estructura del antigeno AC133 y de sitios de glucosilacién (indicados por una “Y”
en el punto de unién). La Figura 12 también muestra los sitios de glucosilacién (que se encasillan en la secuencia
de aminodcidos) y regiones transmembrana (que estdn subrayadas). Dos sitios de glucosilacién se solapan (NNTS,
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que consiste en un NNT y NTS solapantes) y se muestran por una caja de mayor tamafio con lineas discontinuas que
indican los sitios de glucosilacién consenso individuales.

Las secuencias de ADN se pueden obtener con pureza sustancial y se pueden obtener como una molécula aislada
diferente a una secuencia de un cromosoma intacto. Habitualmente, el ADN se obtendrd de forma sustancialmente
libre de otros compuestos de dcido nucleico, siendo generalmente al menos aproximadamente el 50%, habitualmente
al menos aproximadamente 90% puro y son tipicamente “recombinantes”, es decir, estdn flanqueados por uno o mas
nucleétidos con los que normalmente no estan asociados en un cromosoma natural.

Las secuencias de ADN se usan de una diversidad de maneras. Se pueden usar como sondas para identificar
proteinas de superficie relacionadas en la misma especie u otra. El ADN también se puede usar para identificar células
u Organos que se expresan en los genes del sujeto. Las técnicas en las que se exploran células para la presencia de
secuencias de nucledtidos particulares, particularmente como ADN, ARNm o ADNc, estdn bien establecidas en la
bibliografia y no requieren elaboracién en este documento. De forma conveniente, el ARNm se puede aislar sin ADN
y mediante el uso de transcriptasa inversa y PCR con cebadores especificos, el ADNc del sujeto de interés se puede
expandir, separar en electroforesis de gel y después sondar usando transferencia de Southern o secuenciacién. También
se pueden usar otras técnicas.

Las secuencias homdélogas son las que tienen similitud de secuencia sustancial con secuencias de antigeno AC133
incluidas dentro de la invencidn sujeto, es decir, con al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, mas preferi-
blemente al menos el 95% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos de la secuencia de ADN sujeto.
La similitud de secuencia se calcula basandose en una secuencia de referencia, que puede ser un subconjunto de una
secuencia de mayor tamaiio, tal como un motivo conservado, regién codificante o region flanqueante. Una secuencia de
referencia habitualmente tendrd al menos aproximadamente 18 nt de longitud, més habitualmente al menos aproxima-
damente 30 nt de longitud y se puede extender hasta la secuencia completa que se estd comparando. Tales secuencias
de 4cido nucleico homdlogas se detectardn por hibridacién en condiciones de baja rigurosidad, por ejemplo, a 50°C y
SSC10X (NaCl 0,9 M/citrato sédico 0,09 M) y permanecer unidas cuando se someten a lavado a 55°C con SSC1X.

Para la expresion, las secuencias de ADN se pueden insertar en un vector de expresién apropiado, en el que se
puede emplear la region de inicio de la transcripcion nativa o una regién de inicio de la transcripcién exdgena. El
promotor se puede introducir mediante métodos recombinantes in vitro o como resultado de integracién homéloga de
la secuencia en un cromosoma. Se conoce una amplia diversidad de regiones de inicio de la transcripcion para una
amplia diversidad de hospedadores de expresion, donde los hospedadores de expresidon pueden implicar procariotas o
eucariotas, particularmente E. coli, B. subtilis, células de mamifero, tales como células CHO, células COS, células de
rifién de mono, células linfoides, particularmente lineas celulares humanas y similares. Generalmente estard presente
un marcador de seleccién operativo en el hospedador de expresién. El promotor puede estar unido de forma opera-
tiva a la secuencia codificante de los genes de interés para producir un transcrito de ARNm que se puede traducir.
Los vectores de expresion tienen sitios de restriccion convenientes localizados cerca de la secuencia promotora para
proporcionar la insercién de secuencias de dcido nucleico que codifican proteinas heter6logas. Los promotores en vec-
tores de expresion adecuados pueden ser constitutivos o ser inducibles. Los vectores de expresion para la produccién
de proteinas de fusion, donde el péptido de fusién exdgeno proporciona funcionalidad adicional, tal como sintesis
de proteina aumentada, estabilidad, reactividad con antisueros definidos, o un marcador enzimatico, por ejemplo, -
galactosidasa, son de particular interés.

Se pueden preparar casetes de expresiéon comparando la regién de inicio de la transcripcion, que puede ser consti-
tutiva o inducible, con o sin una secuencia potenciadora, incluyendo la secuencia potenciadora endégena o heteréloga,
el gen de AC133 o fragmento del mismo, y una regién de terminacion de la transcripcion, que tiene opcionalmente
una sefial para la unién de una secuencia poli A. El gen puede ser genémico, incluyendo los intrones nativos, o un gen
de ADNCc o una parte del mismo. Es de interés particular el uso de secuencias que permiten la expresion de epitopos
funcionales, habitualmente de al menos aproximadamente 24 nucleétidos de longitud, més habitualmente al menos
aproximadamente 48 nucleétidos de longitud y hasta la fase de lectura abierta completa del gen.

Después de la introduccién del ADN, las células que contienen la construccién se pueden seleccionar mediante un
marcador de seleccion, se pueden expandir las células y después usar para la expresion. Cuando se desea la secrecion,
un péptido sefial se puede unir a la secuencia que codifica las proteinas sujeto o fragmentos de las mismas, por lo que
la proteina se expresard, trasladard a través de la membrana celular y procesard para retirar el péptido sefial.

Los casetes de expresion se pueden introducir en una diversidad de vectores, donde los vectores normalmente se
caracterizaran por la capacidad de proporcionar seleccién de células que comprenden los vectores de expresion. Los
vectores pueden proporcionar mantenimiento extracromosémico, particularmente como plasmidos en bacterias o virus
en células eucariotas o para integracién, particularmente en células de mamifero. Cuando se desea el mantenimiento
extracromosOmico, se proporcionard una secuencia de origen para la replicacién del pldsmido, que puede ser un
plasmido de bajo o alto nimero de copias. Una amplia diversidad de marcadores estd disponible para seleccion,
particularmente aquellos que protegen contra toxinas, mds particularmente contra antibiéticos. EI marcador particular
que se elige se seleccionara de acuerdo con la naturaleza del hospedador, donde en algunos casos, se puede emplear
la complementacién con hospedadores auxétrofos como, por ejemplo, levadura. La introduccién de la construccién
de ADN puede ser mediante cualquier medio adecuado, por ejemplo, ADN precipitado con calcio, electroporacion,
fusidn, transfeccion o infeccidn con vectores viricos.
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Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo de limitacién.

Ejemplos

Generacion del Anticuerpo Monoclonal de AC133 por Inmunizacion Contralateral. A cinco ratones New Zealand
Black (NZB) se inoculé un total de siete veces durante un periodo de veinte dias, por la via de la almohadilla, cé-
lulas progenitoras humanas positivas a CD34 purificadas, que se habian pre-incubado con fitohemaglutinina (PHA)
(Gibco/BRL).

Los ratones se pre-inmunizaron el Dia -3 en la almohadilla de mano izquierda con células que expresan muchos
antigenos inmunodominantes pero irrelevantes. En este caso se usaron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) como una célula irrelevante, ya que expresan muchos antigenos tales como antigenos HLA de Clase I, HLA-
DR, CD15, CD26, CD29, CD31, CD36, CD44, CD45, CDS58, etc., que también se expresan en células madre hema-
topoyéticas: el dia O se reinyectan PBMC en la almohadilla izquierda y se inyectan células madre purificadas en la
almohadilla de la mano derecha. Las PBMC y las células madre purificadas se pre-incuban con PHA durante diez
minutos y se lavan con PBS antes de la inyeccion. Las células progenitoras se aislaron a partir de un paquete de leu-
cocitoféresis de un donante movilizado por citoquinas usando perlas inmunomagnéticas. Este tratamiento proporciona
efectos adyuvantes no especificos y elimina la necesidad de adyuvantes tales como el de Freund. A los ratones se les
administra un total de 5-8 de tales inyecciones a intervalos de tres dias.

El dia 21, un dia después de la tltima inyeccion, se retiraron los ganglios linfaticos popliteos de la mano derecha
del ratén. Se preparé una suspensién de linfocitos y las células se fusionaron con células de mieloma SP2/0 Agl4
usando una modificacién del método descrito de forma original por Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495-497.
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos en DMEM + suero fetal de ternero al 20%, con hipoxantina 10~ M
y 2 ug/ml de azacerina (Buck et al. (1984) en Monoclonal Antibodies and Functional Cell Lines Kennet et al. eds.,
Plenum Press, New York pégs. 275-309).

El dia 10 eran evidentes colonias visibles de hibridoma. Se exploraron los sobrenadantes (s/n) de pocillos que
contenfan hibridoma para la unién a una preparacién de células hepaticas fetales que contenia hasta el 15% de células
CD34+, usando un ensayo de citometria de flujo de 2 colores. La unién de la Ig de ratén que contenia s/n a las células
de ensayo se siguié con Ig de rata anti-ratén conjugada con ficoeritrina (IgPE) y se tifi6 con colorante de contraste con
un conjugado conocido de anticuerpo de ratén anti-CD34 (AC101). La Figura 1 muestra los resultados de este andlisis
FACS de dos colores usando el sobrenadante de AC133. Se demuestra que AC133 solamente tifie las células positivas
a CD34 brillantes en la preparacién de higado fetal. Se demostré que las células de hibridoma de AC133 secretan
el anticuerpo IgG1/kappa. Las células se expandieron en cultivo y las soluciones madre se congelaron en nitrégeno
liquido. Las células de AC133 se subclonaron por andlisis de dilucién limitante y una serie de subclones de secrecién
de forma positiva también se congelaron en nitrégeno liquido.

Purificacion y conjugacion de anticuerpo. Las células de AC133 se cultivaron inicialmente como tumor de ascitis
en ratones desnudos, con recogida de liquido de ascitis rico en anticuerpos. Mds recientemente, las células de AC133
se han cultivado hasta una densidad muy alta en un dispositivo de cultivo de fibra hueca (sistema capilar artificial
Cellmax QUAD, Cellco Inc., Germantown, MD). Se prepar6 anticuerpo de IgG puro a partir de cultivos de fibra hueca
o a partir de liquido de ascitis por cromatografia de proteina A. El anticuerpo puro se almacené en solucion salina
tamponada con fosfato 0,01 M (PBS) con azida sédica 0,01% a 4°C. Esta solucién madre de anticuerpo pura se usé
para preparar isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Wofsy et al. (1980) en Selected Methods in Cellular Immunology,
Mishell and Shiigi eds., W. H. Freeman y Co., San Francisco, pags. 294-295), ficoeritrina (PE) (Hardy (1986) en
Handbook of Experimental Immunology. Weir et al., eds. Blackwell Scientific Press, Oxford, pag. 31) o conjugados
con perlas magnéticas, de acuerdo con protocolos convencionales.

Expresion de AC133 en tejidos y lineas celulares normales. Usando procedimientos de tinciéon FACS convencio-
nales, no habia tincién detectable de células mononucleares de sangre periférica, granulocitos o plaquetas o células
endoteliales de vena umbilical humana con anticuerpo de AC133. El examen de un grupo de lineas celulares humanas
por andlisis FACS (datos mostrados en la Tabla 1) mostré que solamente tres lineas celulares ensayadas, las lineas ce-
lulares de retinoblastoma Y79.1 y WERI-Rb-1 y la linea celular de teratocarcinoma NT-2 expresan niveles detectables
de antigeno AC133.
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TABLA 1

Expresion de AC133 en Lineas Celulares Humanas

Linea Celular Tipo Celular
AC133

8402 Linea de células T (CD34+) -
8866 B-LCL -
AZ676 Carcinosarcoma de mama -
BAJB Linfoma de Burkitt de América del Norte -
BT474 Tumor de mama -
BT549 Tumor de mama -
BT20 Tumor de mama -
CaCL74-36 Melanoma -
Daudi B-LCL- -
Du4475 Tumor de mama (CD34+) -
HEL92.1.7 Eritroleucemia -
HL-60 Leucemia promielocitica -
HPB-ALL Leucemia linfocitica aguda -
HS-R Mieloma (EBV+) -
HT1080 Fibrosarcoma -
HT29 Adenocarcinoma de colon -
IM-9 B-LCL -
JM Lineadecélulas T -
Jurkat Linea de células T -
KG1a Leucemia mieldogena aguda (CD34+) -
KG1 Leucemia mielégena aguda (CD34+) -
KG1a5 Leucemia mielégena aguda (CD34+) .
K562 Eritroleucemia .
MOLT-4 Lineade células T .
MCE-7 Tumor de mama .
Raji B-LCL -
RPMI 8226 Mieloma -
SK HEP-1 Hepatoma _
U937 Linfoma histiocitico .
WERI-Rb-1 Retinoblastoma

Y79.1 Retinoblastoma +

Teratocarcinoma

NT-2
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La activacion de células Y79.1 con PMA se observé que aumentaba la expresion del antigeno AC133 (mostrado en
la Figura 2). Sin embargo, la activaciéon con PMA de varias otras lineas celulares o la activacién con PHA de PBMC
humanas fue incapaz de inducir la expresion de antigeno AC133 (los datos se muestran en la Tabla 2). La expresion del
antigeno AC133 no fue detectable en ninguna de las lineas celulares CD34* ensayadas. Esta observacién, junto con la
ausencia de la expresion de CD34 en la linea celular Y79.1 (mostrada en la Figura 3) excluye la posibilidad de que
AC133 este dirigido al antigeno CD34. La expresion del antigeno AC133 estd limitada a células madre y progenitoras
primitivas, a diferencia del antigeno CD34, que también se expresa en endotelio y fibroblastos (Krause et al. (1996)
Blood 87: 1-13).

El antigeno AC133 se expresa en la poblacién CD34%" de células progenitoras humanas aisladas de médula Gsea
fetal y de adulto, higado fetal, sangre de cordén umbilical, paquetes de leucocitoféresis (LP) y paquetes de LP de
donantes movilizados por citoquinas. Tipicamente, tifie el 30-50% de todas las células CD34" en estas poblaciones.

TABLA 2

Activacion de Lineas Celulares

Adicion de PMA a 1 ng/ml durante:

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 144 h
Y79.1 dim + + + + + +
KG1a - - - - - N/A
K562 - - - - - N/A
HEL 92.1.7 - - - - N/A N/A
Jurkat - - - N/A N/A N/A
8402 . N/A N/A ) N/A N/A
Adicion de PWM a 10 ug/ml durante:

Oh 24 h 48 h
Y79.1 dim + + +
KG1a - - -

Fenotipado de células positivas a AC133. El fenotipado de células doblemente positivas a AC133 y CD34 se
consiguié usando andlisis FACS de 2 y 3 colores, empleando un grupo de anticuerpos conjugados directamente a
estructuras de superficie celular que se conoce que se expresan en células progenitoras. Se usaron higado fetal, médula
osea fetal y de adulto, sangre de cordén umbilical y sangre periférica para determinar el fenotipo preciso de células
positivas a AC133. Las células de AC133 encontradas en todos estos tejidos son CD34%" CD38*/~ y HLA-DR™/*.
Los datos se muestran en la Figura 4. Las poblaciones de células madre CD90 (Thy1)* y CD117 (c-kit)* estdn incluidas
dentro de la poblacién positiva a AC133, como se muestra en la Figura 5. En una serie de experimentos realizados
con células hepaticas fetales purificadas inmunomagnéticamente de AC133, el anticuerpo conjugado con CD38-FITC
tifi6 el 74,5% de las células purificadas de AC133, mientras que el 24,8% eran negativas a CD38. Como se esperaba,
HLA-DR tifi6 la mayoria de las células (81,14%). Se demuestra que CD90 tifie el 27,4% de las células de ensayo,
mientras que CD117 tifie el 90%. Generalmente se piensa que las células madre hematopoyéticas (de re-poblacion)
primitivas tienen el fenotipo de CD34¢h CD38%m/e HLA-DR*, CD1179™ y CD90*. Por tanto, el anticuerpo de
AC133 reconoce una poblacién fenotipicamente importante de células progenitoras hematopoyéticas humanas.

Inmunoprecipitacion del antigeno AC133. Los experimentos de inmunoprecipitacién mostraron que el antigeno
AC133 tiene un peso molecular de 120 kD. Se solubilizaron células Y79.1 y Weri-RB-1 marcadas con biotina (Pier-
ce) activadas con tamp6n de lisis: Brij al 2,5% (Sigma), Tris-HC1 25 mM, pH 8,0, NaCl 125 mM, EDTA 2,5 mM,
aprotinina 2,2 ug/ml (Sigma) y PMSF 1 mM (Sigma). Los lisados se incubaron con AC133 y anticuerpos de control
después del preaclaramiento. Los inmunocomplejos se recogieron en células de Staphylococcus aureus (CalBiochem)
y se calentaron durante cinco minutos a 95°C en tampén de muestra SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol al 1%. Los
inmunoprecipitados se separaron por SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Novex). La visua-
lizacién se consiguid usando estreptavidina ligada a peroxidasa de rdbano rusticano (HRP) (Amersham) y el sistema
de sustrato Supersignal CL-HRP (Pierce). CD49d, CD71 y CD98 se usaron como controles y sus bandas esperadas de
133 kD, 92 kD y 80/40 kD se observaron en los correspondientes carriles. La inmunoprecipitacién con AC133 mostré
una banda distinta correspondiente a un peso molecular de 120 kD. Esta banda estaba ausente en las muestras que se
inmunoprecipitaron con los anticuerpos anti-CD34 AC101, HPCA1 y HPCA2, indicando que CD34 no se expresa en
la linea celular Y79.1. Esto era coherente con los datos de FACS.
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Los datos de un experimento adicional se muestran en la Figura 6, en la que células Y79.1 marcadas con biotina
asf como células KG1la confirmaron los datos de peso molecular de AC133 comparando los precipitados de CD34 y
AC133 en el mismo gel. En este experimento, los antigenos CD34 e Y79.1 se precipitaron a partir de lisados de KGla
(CD34%) e Y79.1 biotinilados en carriles adyacentes. Los resultados demuestran claramente que 1) cada anticuerpo
precipita su propio antigeno distinto y 2) que el peso molecular de estos dos antigenos es diferente de forma distintiva,
siendo respectivamente 110 y 127 kD. En los carriles de control 6 y 8§, HPCA2 y 16D11 (anti-CD34) precipita una
banda de 110 kD de un lisado de KG1a, pero no precipita nada del lisado de Y79.1 (carriles 7 y 9). El AC133 precipita
una proteina de 120 kD del lisado de Y79.1 (carril 10), pero nada del lisado de KGla en el carril 11. En el carril 12,
los lisados de KGla e Y79.1 se mezclaron y se co-precipitaron en Ag AC133 y CD34. Los resultados muestran que
los dos antigenos tienen diferentes pesos moleculares.

Conjugacion con perlas magnéticas de AC133. El anticuerpo de AC133 purificado se conjugé con perlas de amino-
dextrano magnéticas usando un protocolo convencional para éster de N-hidroxisuccinimida de 4cido 4-(N-maleimido-
metil)-ciclohexano-1-carboxilico (SMCC). Se afiadié anticuerpo de AC133 a perlas activadas por SMCC a 5 ug por
unidad de DOys, y se incubd a temperatura ambiente durante dos horas. La reaccién se detuvo por la adicién de S-
mercaptoetanol y NEM. El conjugado se purific6 sobre dos columnas en presencia de un campo magnético y se eluyd.
La concentracién se ajusté hasta DO,so = 10 y se afiadié OPG para estabilizacién. El conjugado en PBS y azida sédica
al 0,1% se filtr6 a través de un filtro de 0,2 um y se almacené a 4°C.

Separacion de células progenitoras hematopoyéticas humanas con conjugado de perlas magnéticas AC133. Se
prepararon conjugados de perlas magnéticas directas con AC133 y ensayaron en PBMC de capa leucoplaquetaria,
WCl de higado fetal, médula dsea fetal y médula ésea de adulto. La Figura 8 muestra el diagrama de puntos de FACS
de células hepdticas fetales purificadas con conjugado de perla - AC133 usando el sistema miniMACS y tefiidas con
glicoforina A-FITC y HCPA2-PE. El material de partida contenia el 7,4% de células CD34*, después de purificacién
de AC133, mas del 90% de las células purificadas de AC133 eran CD34" brillantes. La Figura 9 muestra que el
conjugado magnético de AC133 también era muy eficaz enriqueciendo las células CD34* de una capa leucoplaquetaria
que contenia aproximadamente el 0,26% de células CD34*. La poblacién purificada final era al 64% positiva para
CD34, como se muestra por tincién con HPCA2-PE. Esta capacidad de separar células en un sistema de purificacién
magnética permite un estudio adicional de las propiedades funcionales y fenotipicas de AC133.

Potencial Clonogénico de células positivas a AC133. Las células seleccionadas por perlas magnéticas AC133 pu-
rificadas de paquetes de leucocitoféresis se ensayaron en ensayos de capacidad de clonacién usando un kit disponible
en el mercado (Stem Cell Technologies, Vancouver, B.C). Proporcionando un entorno de cultivo controlado utilizando
factores de crecimiento humanos, este ensayo de cultivo identifica las principales unidades formadoras de colonias
(UFC) dentro de una poblacién de células positivas a CD34. Proporciona informacién sobre la composiciéon de pobla-
ciones de células progenitoras, con respecto a los porcentajes relativos de células destinadas a diferenciacion especifica
de linaje particular. Tipicamente, en poblaciones de células CD34* obtenidas de sangre periférica, BFU-e (unidades
formadoras de explosion-eritroide) y CFU-GM (unidades formadoras de colonias-granulocitos macr6fagos) son las
colonias predominantes reconocidas, estando presentes a una proporcién de 3:1. La Figura 10 muestra los resultados
de un experimento de capacidad de clonacién tipico comparando células purificadas de AC133 y CD34 obtenidas a
partir de un paquete de leucocitoféresis dividido. Las colonias obtenidas con células de control no fraccionadas ti-
picamente son de forma predominante BFU-E (29,34%), con un menor nimero de CFU-GM (5,14%). Las células
purificadas CD34 permiten una distribucién similar con el 23,3% de BFU-E y el 5,58% de CFU-GM. Por el contrario,
las células purificadas de AC133 muestran un patrén diferente, con el 13,1% de BFU-E y el 10,2% de CFU-GM. Los
célculos muestran que el 58% de CFU-GM se recuperaron en la fraccion purificada de AC133, mientras que solamente
se recuperaron el 13% de BFU-E.

La Figura 11 muestra los resultados de un ensayo de capacidad de clonacién similar obtenido después de la pu-
rificacién inmunomagnética de AC133. En este experimento, las células de AC133 se seleccionaron positivamente
y después, las células positivas a CD34 se seleccionaron positivamente a partir del flujo negativo de AC133. Este
disefio permiti6 la comparacion directa de células de AC133* con células CD34* pero AC133~ del mismo donante.
Los resultados indican que el 93,8% de los progenitores de CFU-GM se recuperaron en la fraccién positiva a AC133,
recuperandose el restante 6,2% de la fraccién CD34*/AC133". Por el contrario, la fraccién CD34*AC133~ contenia el
78,0% de los progenitores BFU-E, mientras que el restante 22,0% estaba contenido en la fraccion AC133*.

Los anteriores resultados experimentales excluyen la posibilidad de que un anticuerpo anti-AC133 sea un anti-
cuerpo para receptores Fc o que un anticuerpo anti-AC133 se una a células madre por captacién de receptor de Fc.
Los experimentos adicionales excluyen la posibilidad de que la tincién de anticuerpo de AC133 se deba a PE libre.
El anticuerpo de AC133 no se comporta como un anticuerpo para RTK, un receptor tirosina cinasa, TIE, una tirosina
cinasa que contiene dominios similares a inmunoglobulina y dominios de homologia de factor de crecimiento y que se
expresa en células endoteliales vasculares y células hematopoyéticas. El anticuerpo de AC133 tampoco se comporta
como un anticuerpo para P-glucoproteina, un producto de resistencia a multiples farmacos de 170 kD que también se
expresa en células hematopoyéticas.

Se ha demostrado que el anticuerpo de AC133 reconoce un antigeno expresado solamente en células CD34* bri-

llantes en médula 6sea, higado fetal y sangre periférica. Este anticuerpo y su antigeno coinciden con el peso molecular
o la distribucion de cualquier antigeno CD conocido. Aparte de células madre, se ha demostrado que el anticuerpo de
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AC133 reacciona con una linea celular de retinoblastoma humano que es negativa para expresiéon de CD34. Ademais,
el antigeno AC133 no se expresa en varias lineas de células CD34*.

A partir de los anteriores resultados es evidente que la invencidn sujeto proporciona un antigeno novedoso encon-
trado en células madre primitivas y un subconjunto de células progenitoras hematopoyéticas, asi como anticuerpos
que se unen especificamente al antigeno. La expresion del antigeno es altamente especifica de tejidos. Se detecta
solamente en un subconjunto de células progenitoras hematopoyéticas y estd presente en sustancialmente todas las
células que son activas en el ensayo de CFU-GM. Esta distribucion altamente especifica de antigeno AC133 hace que
sea excepcionalmente ttil como un reactivo para aislar y caracterizar células progenitoras y madre hematopoyéticas
humanas.

Purificacion y caracterizacion del antigeno ACI33. La purificacién y caracterizacién del antigeno AC133, asi
como el aislamiento de un clon de ADNc se describe en este documento. El andlisis de secuencia de proteina y
dcido nucleico de esta molécula indica que el antigeno AC133 es el primer miembro descrito de una nueva clase de
receptores transmembrana, que tiene 5 dominios transmembrana con poca, si es que la tiene, homologia con miembros
de la familia de 7 transmembrana acoplados a proteina G.

El anticuerpo de AC133 se preparé y purificé como se ha descrito anteriormente y se conjugé con sepharose
activada por CNBr. La sepharose activada por CNBr se adquirié en Pharmacia (Alameda, CA) y se preparé resina de
afinidad de mAb de AC133 por el procedimiento de fabricante usando una reaccién de acoplamiento de ligando de
25 minutos. Las lineas celulares de retinoblastoma COS-7 y WERI-Rb-1 se obtuvieron de la Coleccién América de
Cultivos Tipo (Rockville, MD). Se sintetizaron cebadores personalizados por Operon Technologies (Alameda, CA).

Purificacion del Antigeno AC133. El antigeno AC133 se aisl6 a partir de de células de retinoblastoma Y79 activadas
por PMA durante 96 horas (disponibles en el mercado, por ejemplo, en ATCC). Las células (2x10°) se lavaron con
PBS y se lisaron en NaCl 0,125 M, Tris 25 mM pH 8, NaNj al 0,005%, EDTA 2,5 mM y detergente Brij al 2,5%
99/96 (2:1) que contiene sulfonilfluoruro de fenilmetilo 1,0 mM (PMSF) y una dilucién 1/1000 de una solucién de
aprotinina de 2,2 mg/ml que contenia 4,1 unidades de inhibidor de tripsina por mg (Sigma). Las células se agitaron
vorticialmente de forma intermitentemente durante 5 minutos a temperatura ambiente y después se dejaron sobre hielo
durante 20 minutos. Los ntcleos y restos celulares se retiraron por centrifugaciéon a 12.000 xg durante 10 minutos.
El sobrenadante de lisado se filtré a través de un filtro de 0.2 um antes de la carga en una columna de afinidad de
0,5 ml de mAb de AC133 equilibrada con tampén de lavado (NaCl 0,125 M, Tris 25 mM, pH 8,0, NaNj al 0,01%,
EDTA 2,5 mM, Brij al 0,1%). La columna se lavé de forma cuidadosa con tampén de lavado y el antigeno se eluy6
en etanolamina 50 mM pH 11,5, Brij al 0,1%, NaNj; al 0,01%. El pH se ajusté de forma inmediata hasta neutro con
HCI. El paso del eluato de antigeno por una columna de DEAE de 300 ul de volumen de lecho equilibrada en tamp6n
de lavado retiré muchas de las proteinas contaminantes y una segunda etapa de cromatografia de afinidad usando
una columna de anticuerpo de AC133 como se ha descrito anteriormente dio como resultado un antigeno AC133 >
95% puro susceptible a protedlisis y andlisis de secuencia de proteina. La pureza e identidad del antigeno AC133
se confirmaron por electroforesis en gel de dodecil sulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE) y andlisis de Western
(Towbin, H., T. Staehelin y J. Gordon (1979) PNAS 76,4350-4354; Towbin, H. y J. Gordon (1984) J. Immunol. Meth
72: 313-340).

Tratamiento con endogluconasa del antigeno AC133 purificado. Un microgramo del antigeno AC133 se resuspen-
dié en 50 p de agua y 125 ul de 2-mercaptoetanol 0,1 M y SDS al 0,5%. La proteina se desnaturalizé a 100°C durante
5 minutos. La mezcla desnaturalizada (35 ul) se afiadi6 a cada uno de 5 tubos, junto con 25 ul de Tris 0,5 M pH 8,
10 pl de agua, 10 ul de NP-40 al 10%. 0-0,1 unidades de PNGasa F (Sigma) se afiadieron a cada tubo y los tubos se
incubaron a 30°C durante una noche. Se visualizé el antigeno desglucosilado en un gel de SDS-poliacrilamida tefiido
con plata.

Digestion con lisil endopeptidasa del antigeno AC133 y aislamiento de péptidos. El antigeno AC133 se precipitd
a partir de 1,4 ml de 2 ug/ml de eluato de columna de afinidad mediante la adicién de TCA al 10%. La proteina
seca precipitada se suspendié en 25 ul de tampdn de digestion de solucién (urea 8 M, Tris 400 mM pH 7,8) a lo que
se afiadieron 5 pl de DTT 45 mM y la mezcla se incub6 a 50°C durante 15 min. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se afiadieron 5 ul de yodoacetamida 100 mM y la mezcla se incubd durante 15 minutos adicionales. Se
afiadié agua destilada (70 ul), diluyendo la urea a 2 M y 2 pmol de la lisil endopeptidasa, LysC (disponible en el
mercado de Wako Chemicals, EE.UU.). La digestion se realizé a 37°C durante 24 horas. Los péptidos se aislaron por
separaciéon por HPLC en una columna de fase inversa C18 de orificio estrecho VYDAC con un gradiente de acetonitrilo
al 4-32% en acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%.

Andlisis de secuencia de proteina de péptidos de antigeno AC133. El andlisis de secuencia N-terminal se determiné
usando quimica de Edman (Edman, P., Begg, G. (1967) Eur. J. Biochem. 1, 80-91; Huwick, R. M., Hunkapillar, M. W,
Hood, L. E. y Dreyer, W. J. (1987) J. Biol Chem. 256, pag. 7990) en un secuenciador de proteina de pulso liquido de
Applied Biosystems 477A 0 473A. Los aminodcidos-PTH se separaron en una columna de fase inversa C-18 Brownlee
(2,1 mm x 22 cm) a 55°C en tampdn A (tetrahidrofurano al 3,5% con adicion del 2 al 4% de concentrado de tampdn
Premix ABI de Applied Biosystems al tampdn B (acetonitrilo), con un gradiente lineal de tamp6n B al 12-36% durante
18 min, seguido de un periodo isocratico de 13 min a B al 36%.
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Aislamiento y secuenciacion de proteinas del antigeno AC133. El antigeno AC133 de 120 kD se aislé por croma-
tograffa de inmunoafinidad de una linea celular de retinoblastoma, Y79, que se activé por PMA durante 96 horas antes
de la recogida. Se utilizaron cromatografia de afinidad secuencial y cromatografia con DEAE para generar antigeno
AC133 > 95% puro por SDS-PAGE vy tincién con plata y la identidad de la molécula purificada como el antigeno
AC133 se confirm¢ por transferencia de Western. La des-glucosilacion del antigeno con PGNase F para retirar azticar
ligado a N muestra que aproximadamente 30 kD del peso molecular se debe a glucosilacion. Los intentos iniciales
repetidos para secuenciar el extremo N del antigeno AC133 no tuvieron éxito, sugiriendo que esta proteina estd blo-
queada en el extremo amino. Sin embargo, la digestién del antigeno purificado con lisil endopeptidasa seguido de
HPLC de fase inversa produjo cuatro secuencias peptidicas con longitudes de 12-16 aminodcidos. Las busquedas en
las bases de datos de proteina y 4cido nucleico principal con el péptido y las secuencias oligonucleotidicas degene-
radas resultantes indicaron que el antigeno AC133 no se podria identificar con ninguna molécula descrita. (Ahora, la
secuencia de aminodacidos se ha deducido a partir de clonacién de ADNc y se muestra en la Figura 12.).

Clonacion de ADNc. Se aislé ARN total a partir de células de retinoblastoma WERI-Rb-1 (disponible en la Colec-
cién Americana de Cultivos Tipo; Rockville, MD) y se preparé ARN poli A* usando el sistema Poli A* Tract (Promega
Corp., Madison, WI). Se sintetizé ADNc (Guebler, U. y BJ Hoffman (1983) Gene 25:263) usando transcriptasa inversa
superscript (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) y un cebador de oligo dT. E1 ADNc cohesivo se ligd en adaptadores
de Bst XI no auto-complementarios y se purific6 en gel para eliminar adaptadores no ligados y fragmentos pequefios.
Después, el ADNc de ligacion se 1ligé en el vector de expresion pcDNA -I (Invitrogen, San Diego, CA) y se someti6 a
electroporacion en la cepa de Escherichia coli MC1061/P3 (Dower, W. J. (1990) Genetic Engineering V. 12 Editado
por J. K. Seflow, Plenum Press, New York 275-295. (Electroporation of Bacteria: a general approach to genetic trans-
formation); Ausubel, F. M., R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smith y K. Struhl. 1987-1994
Current Protocols in Molecular Biology. John Wilest Sons; N. Y.). Se us6 ADNc de una genoteca de WERI-Rb-1 (100
ng/reaccién) como un molde de PCR con 100 pmol de cebadores degenerados con sentido y antisentido disefiados
a partir de la secuencia de proteina de cuatro péptidos de antigeno AC133. Las reacciones de PCR se realizaron en
tampén (KCI 50 mM, Tris 10 mM pH 9, Triton X-100 al 0,1%, MgCl 1,5 mM, dNTP 0,2 mM (cada uno)) con 5
unidades de ADM polimerasa de Taq por reaccién (Promega Corp., Madison, WI). La amplificacién se realizé en un
instrumento de MJ Research (datos) del siguiente modo: 92°C durante 1 min, 55-37°C durante 1 min, 72°C durante
3 min, 35 ciclos. Después de la amplificacidn, las mezclas de reaccién se procesaron en geles de agarosa al 1% y las
bandas tnicas que no aparecian en los controles de cebador individuales se purificaron en gel y se clonaron en pCR
2.1 usando un kit de clonacién TA (Invitrogen, San Diego, CA). Los extremos 5’ y 3* del gen se aislaron por PCR
hemi-especifica con conjuntos anidados de cebadores especificos de gen de antigeno AC133 y cebadores especificos
de genoteca. Se realizaron veinte ciclos de PCR monocatenaria con cada cebador especifico de gen en un volumen
de reaccién de 50 ul con 100 ng de la genoteca de ADNc y 10 pmol de cada cebador en tampdn de reaccién de PCR
(se ha descrito anteriormente) con 5 unidades de polimerasa de Taq. Se retird una alicuota (10 ul) de esta mezcla de
reaccion y se usé como molde para una segunda reaccién de PCR, 35 ciclos, usando tanto el cebador especifico de gen
y el cebador especifico de genoteca. Después se us6 una alicuota (5 ul) de esta mezcla de reacciéon de PCR durante
otros 35 ciclos de reaccién usando cebadores especificos de genoteca y genes anidados. Las bandas correspondientes
a los extremos 5’ y 3’ del gen se purificaron en gel y se clonaron en pCR 2.1. Se secuenciaron los clones de ADNc
solapantes por la reaccién en cadena didesoxi usando terminadores de colorante fluorescente y un secuenciador de
ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA.).

Aislamiento de un clon de ADNc del antigeno AC133. Para aislar el ADNc para esta proteina se prepard una geno-
teca de ADNc a partir de la linea celular de retinoblastoma WERI-Rb-1 que expresa aproximadamente 10 veces mas
antigeno AC133 que células Y79 activadas por PMA. Se usaron cebadores degenerados en reacciones de PCR de baja
rigurosidad con la genoteca para proporcionar un fragmento de 1,7 kb que contenia la secuencia correcta del péptido
3 en el extremo 5’ y la secuencia correcta del péptido 4 en el extremo 3’. Adicionalmente, la secuencia del péptido 2
se encontrd dentro del fragmento en la fase de lectura correcta. La PCR hemi-especifica con cebadores especificos de
gen y cebadores especificos de genoteca proporciond fragmentos adicionales de 1,2 kB y 2 kB correspondientes a los
extremos 5’ y 3’ del gen y solapantes con el clon inicial de 1,7 kB.

La secuenciacion de los tres clones parciales proporcion6 un ADNc de 4 kB que contenia una fase de lectura
abierta de 3,0 kB, pero que también contenia un intrén de 128 pb que parecia estar asociada con la version poli A* del
gen y no contiene secuencias de corte y empalme consenso eucariotas. Para aislar un clon obtenido de células madre
intacta sin el intrén se aislaron células madre AC133* de higado fetal utilizando un conjugado magnético del mAb de
AC133 y el sistema de separacién magnética Miltenyi (Miltenyi Biotech, GMBH). Se aisl6 ARN total de estas células
y se usé como un molde para reacciones de RT-PCR. Los cebadores se disefiaron para abarcar el intrén que genera un
fragmento tnico de 582 pb con el molde de ADNc obtenido de poli A*, pero generan un fragmento tnico de 454 pb
sin el intrén del ARN total en lineas celulares AC133* (Figura 3), sugiriendo que el ARNm de corte y empalme es el
producto principal dentro del grupo de ARN total. Se utilizé RT-PCR para generar clones de ADNc que se originaron
antes de empezar con la metionina y que contenia la secuencia completa de ADNc. El ADNc de longitud completa que
codifica el antigeno AC133 predice una proteina de 863 aminodcidos con un peso molecular de 96,8 kD (Figura 4). El
analisis de hidrofobicidad de la secuencia (Figura 5) y los algoritmos de hélice transmembrana indican que la proteina
abarca la membrana celular un total de cinco veces (Figura 6) prediciendo la presencia de dos bucles extracelulares
grandes (255 y 280 aminodcidos) y una cola citoplasmética C-terminal. Otras caracteristicas estructurales sugeridas
por la secuencia de proteina incluyen motivos de cremallera de leucina en los bucles extracelulares grandes supuestos
y seis secuencias consenso para N-glucosilacién.
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Expresion del antigeno ACI33 en células COS-7 transfectadas. Se aislaron células positivas a AC133 (1 x 107)
de higado fetal como se ha descrito anteriormente. Se aislé6 ARN total usando RNAzol (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD), como se describe (Chomczynski, P. y Sacchi, N. (1987) Anal. Biochem. 162, 156). Se realiz6 RT-PCR usando
el sistema de RT-PCR Promega Access (Promega Corp., Madison, WI) con 10 ng de molde de ARN total y cebadores
dirigidos antes del inicio de la metionina y después del codén de terminacion. La banda de 2,8 kb correspondiente a
la regién codificante del gen se cloné en el vector de clonacién TA eucariota direccional de Invitrogen (pCR 3.1) que
contenia el promotor de CMV. Se transfectaron células COS-7 subconfluentes (disponibles de la ATCC, Rockville,
MD) con 5 ug de ADN clonado por electroporacion y se incubaron durante 48 horas antes del analisis FACS. Las célu-
las COS-7 transfectadas se tifieron con 50 ng/100 ul de mAb de ensayo AC133-PE y se analizaron con un explorador
FACS Becton Dickenson (San Jose, CA).

Expresion del antigeno AC133 en células COS. Las células COS transfectadas con el gen del antigeno AC133 se
tifieron con mAb de AC133-PE y se analizaron por FACS (Figura 7). Las células COS transfectadas con el gen de
antigeno AC133 se tifieron de forma brillante con mAb de AC133-PE, sin embargo, las células no transfectadas, las
células transfectadas con vector vacio o el gen para CD-8 no se tifieron con este anticuerpo.

Expresion de AC133 en diversas lineas celulares linfoides y no linfoides. La presencia del transcrito del antigeno
AC133 en una diversidad de lineas celulares se evalué por andlisis de Northern. Se realiz6 el andlisis de transferencia de
Northern usando transferencias Northern para multiples tejidos de Clontech (Palo Alto, CA) y separando las muestras
de ARN en un gel de agarosa al 1%-formaldehido 2 M y transferencia capilar durante una noche a membrana de nylon.
Se aisl6 el ARN total con Tri reagent y se cargaron 15 ug por carril. Se usé la tincién de la transferencia con azul de
metileno para controlar las concentraciones de ARN. Un fragmento de EcoRI de 800 pb del ADNc se marcé con 32P-
dCTP por cebado aleatorio y se us6 como una sonda.

La presencia del transcrito del antigeno AC133 en una diversidad de lineas celulares se evalué por andlisis
Northern. Un transcrito de ARNm de 4,4 kB se podia detectar en células WERI-Rb-1, asi como en células Y79 y
células de higado fetal AC133" aisladas por MACS. Aunque la expresién del antigeno AC133 estd aumentada en
células Y79 después de la activacion con PMA, el ARNm correspondiente parece estar regulado negativamente. En
tejido hematopoyético normal, el mensaje del antigeno AC133 es detectable en higado fetal y es débilmente detectable
en médula 6sea de adulto como se espera debido al hecho de que las células de AC133* en estos tejidos estdn en
minorfa. El transcrito del antigeno AC133 también se observé en tejidos no linfoides, particularmente en pancreas,
rifién y placenta. Se observaron sefiales mds débiles para higado, pulmén, cerebro y corazén. Esto se contradice a la
tincién inmunohistoquimica de secciones tisulares en parafina en las que la expresion del antigeno AC133 solamente
era detectable en médula 6sea.

De un modo similar, se han desarrollado otros anticuerpos que son especificos para el antigeno AC133. La siguiente
tabla muestra anticuerpos, inmundgenos, isotipos y el bloqueo cruzado para un grupo de tales anticuerpos.

TABLA
Anticuerpo Isotipo AC133 de bloqueo cruzado
Inmunégeno
AC133 HSC IgG1 Kappa +++
AC139 WERI-Rb-1  [IgG1 Kappa +++
AC140 WERI-Rb-1 [IgG1 Kappa +/-
AC141 WERI-Rb-1 {IgG1 Kappa -
AC142 WERI-Rb-1  {1gG1 Kappa ND
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une especificamente al antigeno AC133, antigeno del cual se muestra la secuencia de
aminodcidos en la SEC ID N°: 2.

2. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
producido por una linea celular de hibridoma.

3. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo se induce mediante
inmunizacién contralateral.

4. Un método para el enriquecimiento de células madre o progenitoras hematopoyéticas o ambas, comprendiendo
dicho método:

proporcionar una poblacién mixta de células humanas que comprende células madre o progenitoras hema-
topoyéticas o ambas; y

seleccionar para células basdndose en la presencia de las células de antigeno AC133, antigeno del cual se
muestra la secuencia de aminodcidos en la SEC ID N°: 2;

en el que dichas células seleccionadas estdn enriquecidas en actividad de células madre o progenitoras
hematopoyéticas o ambas, dependiendo de si dicha poblacién mixta de células humanas contenia células
madre o progenitoras hematopoyéticas o ambas, respectivamente, en el que dicho método no comprende el
uso de un embrién humano.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 4, que comprende ademas:

seleccionar células de la poblacién mixta de células humanas basdndose en la presencia de las células de al
menos uno de los marcadores de superficie celular CD90, CD117 y HLA-DR.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicha seleccion se realiza combinando la poblacién
mixta de células humanas con reactivo que se une especificamente al antigeno AC133, antigeno del cual se muestra
la secuencia de aminoécidos en la SEC ID N°: 2 y seleccionando células que se unen a dicho reactivo, en el que
dicho reactivo es un anticuerpo, mezcla de anticuerpos, anticuerpo monoclonal, anticuerpo policlonal, anticuerpo
humanizado, fragmento de anticuerpo, fragmento Fv, (F(ab’),, Fab o anticuerpo quimérico.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que al menos uno de dichos reactivos estd conjugado con
fluorocromo.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que dicha seleccion con dichos reactivos conjugados con
fluorocromo es por citometria de flujo.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que al menos uno de dichos reactivos se conjuga con
particulas magnéticas.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que dicha seleccion con dichos reactivos conjugados con
particulas magnéticas es por seleccién magnética de alto gradiente.

11. Una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas, en la que dichas células estan
unidas a un reactivo que se une especificamente a antigeno AC133, antigeno del cual se muestra la secuencia de
aminodcidos en la SEC ID N°: 2, en la que dichas células no se obtienen mediante un método que comprende el uso
de un embrién humano y en la que dicho reactivo es un reactivo como se define en la reivindicacion 6.

12. Una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas de acuerdo con la reivindicacién
11, en la que dicho reactivo es un anticuerpo monoclonal.

13. Una poblacidn sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas de acuerdo con la reivindicacién
11, en la que dichas células progenitoras se obtienen a partir de higado fetal humano.

14. Una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas de acuerdo con la reivindicacién
11, en la que dichas células progenitoras se obtienen a partir sangre periférica humana.

15. Una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas de acuerdo con la reivindicacion
11, en la que dichas células progenitoras se obtienen a partir de médula 6sea humana.

16. Una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas de acuerdo con la reivindicacién
11, en la que dicha médula 6sea es adulta.
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17. Una poblacién sustancialmente pura de células progenitoras hematopoyéticas de acuerdo con la reivindicacién
15, en la que dicha médula 6sea es fetal.

18. Una molécula de 4cido nucleico aislado que comprende una secuencia que tiene una regién codificante de
aminodcidos para AC133 como se expone en la SEC ID N°: 1, a condicién de que si dicha molécula es una molécula
de ARN, U sustituye a T en dicha secuencia de dicha molécula.

19. Una molécula de 4cido nucleico aislado que comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos el
90% con la regién codificante de aminodcidos para AC133 como se expone en la SEC ID N°: 1, a condicién de que si
dicha molécula es una molécula de ARN, U sustituye a T en dicha secuencia de dicha molécula.

20. Una molécula de acido nucleico aislado que consiste en ADN que codifica la secuencia de aminoécidos de
AC133 mostrada en la SEC ID N°: 2.

21. Un vector de expresién que comprende una secuencia de dcido nucleico de una cualquiera de las reivindicacio-
nes 18 a 20.

22. Una célula transfectada con el vector de expresion de la reivindicacion 21.

23. Un polipéptido aislado, en el que dicho polipéptido comprende: (a) una secuencia de aminodcidos de AC133
como se expone en la SEC ID N°: 2; o (b) una secuencia de aminodcidos en la que dicha secuencia es una subsecuencia
de (a) y tiene una longitud de al menos 10 aminodcidos y comprende un epitopo.

24. El polipéptido aislado de la reivindicacion 23, en el que dicho polipéptido comprende la secuencia de aminod-
cidos (a).

25. El polipéptido aislado de la reivindicacion 23, en el que dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoé-
cidos (b).

26. El polipéptido de la reivindicacién 23, que forma complejos con un anticuerpo.

27. Un polipéptido aislado, donde dicho polipéptido comprende la secuencia de aminodcidos del extremo N-
extracelular, aa 20-107; primera regién transmembrana, aa 107-126; primer bucle citoplasmatico, aa 127-157; segunda
regién transmembrana, aa 158-179; primer bucle extracelular, aa 180-435; tercera regién transmembrana aa 436-454;
segundo bucle citoplasmadtico, aa 455-480; cuarta regién transmembrana, aa 481-503, segundo bucle extracelular, aa
504-792; quinta regién transmembrana, aa 793-816; o extremo C citoplasmatico, aa 817-865; de la SEC ID N°: 2.

28. Un método para identificar un reactivo que se une a células madre hematopoyéticas humanas, que comprende
detectar la unién de dicho reactivo con (a) una secuencia de aminodcidos de AC133 como se expone en la SEC ID N°:
2; o (b) una secuencia de aminodacidos en la que dicha secuencia es una subsecuencia de (a) y tiene una longitud de al
menos 10 aminodcidos y comprende un epitopo.

29. Un reactivo que se une especificamente a (a) una secuencia de aminodcidos de AC133 como se expone en la
SEC ID N°: 2; o (b) una secuencia de aminodcidos en la que dicha secuencia es una subsecuencia de (a) y tiene una
longitud de al menos 10 aminoécidos y comprende un epitopo, donde dicho reactivo es un reactivo como se define en
la reivindicacién 6.

30. El reactivo de la reivindicacién 29, en el que dicho reactivo se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos
monoclonales y policlonales.

31. El polipéptido de la reivindicacién 23, en el que dicho polipéptido no esta glucosilado.

32. El polipéptido de la reivindicacién 23, en el que dicho polipéptido estd glucosilado.

33. En un método para aislar células madre hematopoyéticas que usa una técnica de separacién de células basada
en identificacién de células madre basdndose en la presencia de un reactivo unido a un marcador de antigeno en dicha

célula madre, una mejora que comprende:

utilizar como dicho marcador antigénico el antigeno AC133, antigeno del cual se muestra la secuencia de aminoa-
cidos en la SEC ID N°: 2.

34. El método de la reivindicacién 33, en el que dicho reactivo es un reactivo como se define en la reivindicacién
6.

35. El método de la reivindicacién 33, en el que dicho reactivo se une a una regioén extracelular de dicho antigeno
AC133.
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36. El método de la reivindicacién 33, en el que dicho reactivo se une al extremo N extracelular aa 20-107; primer
bucle extracelular, aa 180-435; o segundo bucle extracelular, aa 504-792, de la SEC ID N°: 2.

37. El método de la reivindicacion 33, en el que dicho reactivo se ha identificado determinando qué compuestos en
un grupo de compuestos de ensayo se unen a dicho antigeno AC133 y seleccionando dicho reactivo entre compuestos
que se unen especificamente a dicho antigeno AC133 con una reactividad cruzada inferior al 10% con cualquier
antigeno presente en células sanguineas maduras.

38. El método de la reivindicacién 33, en el que la reactividad cruzada se mide mediante un ensayo de unién
competitiva entre antigeno AC133 puro, dicho reactivo y dicho supuesto antigeno con reactividad cruzada mediante
el uso de concentraciones de antigeno AC133 y dicho reactivo en el que dicho reactivo satura la mitad de la unién a
AC133, en el que, del antigeno AC133 se muestra la secuencia de aminodcidos en la SEC ID N°: 2.

39. Un reactivo que se une especificamente al antigeno AC133, antigeno del cual se muestra la secuencia de
aminodcidos en la SEC ID N°: 2, con una reactividad cruzada inferior al 5% con cualquier antigeno presente en
células sanguineas maduras, donde dicho reactivo es un reactivo como se define en la reivindicacién 6.

40. El reactivo de la reivindicacién 39, donde dicho reactivo estd unido a un marcador de superficie o a un marcador
detectable.

41. El reactivo de la reivindicacion 40, en el que dicho marcador es un marcador fluorescente.
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FIG-12 -1

CCAAGTTCTA CCTCATGTTT GGAGGATCTT GCTAGCT ATG GCC CTC GTA CTC GGC SS
Met Ala Leu Val Leu Gly
1 S
TCC CTG TTG CTG CTG GGG CTG TGC GGG AAC TCC TTT TCA GGA GGG CAG 103
Ser Leu Leu Leu Leu Gly Leu Cys Gly Asn Ser Phe Ser Gly Gly Gln
10 1S 20
CCT TCA TCC ACA GAT GCT CCT AAG GCT TGG AAT TAT GAA TTG CCT GCA 151
Pro Ser Ser Thr Asp Ala Pro Lys Ala Trp Asn Tyr Glu Leu Pro Ala
a5 30 3s
ACA AAT TAT GAG ACC CAA GAC TCC CAT AAA GCT GGA CCC ATT GGC ATT 199
Thr Asn Tyr Glu Thr Gln Asp Ser His Lys Ala Gly Pro Ile Gly Ile
40 45 S0
CTC TTT GAA CTA GTG CAT ATC TTT CTC TAT GIG GTA CAG CCG CGT GAT 247
Leu Phe Glu Leu Val His lle Phe Leu Tyr Val Val Gln Pro Arg Asp
SS 60 6S 70
TTC CCA GAA GAT ACT TIG AGA AAR TTC TTA CAG AAG GCA TAT GAA TCC 29S
Phe Pro Glu Asp Thr Leu Arg Lys Phe Leu Gln Lys Ala Tyr Glu Ser
7S 80 { 11
AAA ATT GRT TAT GAT AAG CTA GAR ACT GTA ATC TTA GGT CTA AAG ATT 343
Lys Ile Asp Tyr Asp Lys Pro Glu Thr Val Ile Leu Gly Leu Lys Ile
90 95 100
GTC TAC TAT GAA GCA GGG ATT ATT CTA TGC TGT GTC CTG GGG CTG CTG 391
val Tyr Tyr Glu Ala Gly Ile Ile Leu Cys Cys Val Leu Gly Leu Leu
10S 110 118 )
TTT ATT ATT CTG ATG CCT CIG GTG GGG TAT TIC TIT TGT ATG TGT CGT 439
Phe Ile Ile Leu Met Pro Leu Val Gly Tyr Phe Phe Cys Met Cys Arg
120 125 130
TGC TGT AAC AAA TGT GGT GGA GAA ATG CAC CAG CGA CAG AAG GAA AAT 487
Cys Cys Asn Lys Cys Gly Gly Glu Met His Gln Arg Gln Lys Glu Asn
13S 140 145 150
GGG CCC TTC CTG AGG AAA TGC TTT GCA ATC TCC CTG TTG GTG ATT TGT S3s
Gly Pro Phe Leu Arg Lys Cys Phe Ala Ile Ser Leu Leu Val Ile Cys
1SS 180 165
ATA ATA ATA AGC ATT GGC ATC TTC TAT GGT TIT GTG GCA AAT CAC CAG 583
Ile Ile XIle Ser Ile Gly Ile Phe Tyr Gly Phe Val Ala Asn His Gln
170 175 180
GTA AGA ACC CGG ATC AAA AGG AGT CGG AAA CTG GCA GAT AGC AAT TTC 631
Val Arg Thr Arg Ile Lys Arg Ser Arg Lys Leu Ala Asp Ser Asn Phe
188 1%0 19s
AAG GAC TTG CGA ACT CTC TTG AAT GAA ACT CCA GAG CAA ATC AAA TAT 679
Lys Asp Leu Arg Thr Leu Leu Asn Glu Thr Pro Glu Gln Ile Lys Tyr
200 208 210
ATA TTG GCC CAG TAC AAC ACT ACC AAG GAC AAG GCG TTC ACA GAT CTG 727
Ile Leu Ala Gln 'nn- Lys Asp Lys Ala Phe Thr Asp Leu
215 20 225 230

33



AAC
Asn

ccc
Pro

ATC
Ile

AGC
Ser

Lys
298

Pro

AAT
Asn

GAC
Asp

CAG
Gln

ACC
Thre
37S

TCA
Ser

Ser

AAT
Asn

Leu

AGT
Ser

ARC
Asn

AAG
Lys

Leu
280

ACT
Thr

Ser

AGC
Ser

AAC
Asn

GGC
Gly
360
ACG
Thr

GAT

Ala

TTA
Leu

GIC
val

ATC
Ile

ATC
Ile

GAG
Glu
265

CAC
His

AGC
Ser

AGT
Ser

AAC
Asn

val
345

TAT
Tyr

ACT
Thr

ATC
Ile

Phe

Pro
4235

ATC
Ile

AAT
Asn

ATC
Ile
250

ACC
Thr

Gln

Leu

GAA
Glu

CCT
Pro
330

AAT
Asn

CAA
Cln

GTC
val

GAC

ES 2327 691 T3

FIG.12-2

TCA GTG CTA GGA GGC GGA ATT CTT GAC CGA CTG
Ser Val Leu Gly Gly Gly Ile Leu Asp Arg Leu

23S 240

245

CCT GTT CTT GAT GAG ATT AAG TCC ATG GCA ACA
Pro Val Leu Asp Glu Ile Lys Ser Met Ala Thr

25S

260

AAA GAG GCG TTG GAG AAC ATG AAC AGC ACC TIG

Lys Glu Ala Leu Glu Asn Met
270

CAA AGT ACA CAG CTT AGC AGC
Glan Ser Thr Gla Leu Ser Ser
28S

CGG TCA TCT CIC AAT GAC CCT
Arg Ser Ser Leu Asn Asp Pro
3Joo 305

ACC TGC AAC AGC ATC AGA TTG

Thr Cys Asn Ser Ile Arg Leu
31S 120

GAA CTG AGG CAG CTIT CCA CcC
Glu Leu Arg Gln Leu Pro Pro
338

AAC GTT CTT AGG ACA GAT TTG
Asn Val Leu Axrg Thr Asp Leu
3s0

TCC CTT AAT GAT ATA CCT GAC
Ser Leu Asn Asp Ile Pro Asp
36s

GTA GCA GGT ATC AAA AGG GTC

val Ala Gly Ile Lys Arg Val
jso i8s

AAT GTA ACT CAG CGT CTT CCT

Asp [Rsn Val TRe]Gla Arg Leu Fro
395

400

]Asn Ser
y

275

AGT CTG
Ser Leu
290

CTG TGC
Leu Cys

TCT CTA
Ser Leu

GTG GAT
val Asp

GAT GGC
Asp Gly
35S

AGA GTA
Arg val
370

TTG AAT
Leu Asn

ATT CAG
Ile Gln

TCT GIT TAT GTT AAT AAC ACT GAA AGT TAC

Ser
410

Val Tyr Val [Asn Asn T Glu

415

Ser Tyr

ACA TTG GAA GAG TAT GAT TCA TAC TGG TGG

Thr

TGC
Cys

Leu Glu Glu Tyr Asp Ser Tyr Trp Trp Leu Gly Gly

430

TCT CTG CTG ACC CTC ATC GTG ATT TTT

Ser Leu Leu Thr Leu Ile Val

43S

Ile Phe

Thr} Leu

ACC AGC
Thr Ser

Leu Val

AGC CAG
Ser Gln
328

GCA GAA
Ala Glu
340

CTG GTC
Leu Val

CAA CGC
Gln Arg

TCC ATT
Ser Ile

GAT ATA
Asp Ile
405

ATC CAC
1le His
420

CTG GGT

TAC TAC
Tye Tyr

AGA
Arg

GCG
Ala

AAG
Lys

GTG
val

CAT
Hig
310

Leu

Leu

Gin

Gln

GGT
Gly
3%0

CIC
Leu

AGA
Arg

GGC

CTG
Leu

GGC
Gly
4SS

440

TTA
Leu

CcTGC
Leu

TGT
Cys

415
GGC GTG TGC GGC TAT GAC AGG

Gly Val Cys Gly Tyxr Asp Arg
460 46S

34

450

CAT GCC

His Ala

ACC CCG
Thr Pro

ACC
Thr
470

1758

821

871

219

967

101S

1063

1111

1159

1207

1255

1303

1351

1399

1447



ACC
Thr

GTT
Val

CGA
Arg

GGA
Gly

GGC TGT GTC
Gly Cys Val

TTA
Leu

AGT
Ser

475

T1C
Phe

TCC
Ser

cTC
Leu

ES 2327 691 T3

FIG.12-3

AAC
Asn

TTT
Phe

ACC GGA GGC
Thr Gly Gly

TGC
Cys

TGG
Trp

480

ATA
Ile

GTC
val

TTC CTC ATG
Phe Leu Met

GTT GGA
Val Gly

TTG
Leu

ATG ATC AIT
Met Ile Ile

(Y13

GTG GTT
val val

CTT

Leu

TAC
Tyt

AAT
Asn
$35

AAA
Lys

AGA
Arg

GAA
Glu

GAA
Glu

AGA
Arg
615

TAT
Tyr

Leu

Pro

ACA
Thr

CTA
Leu
695

GAG
Glu

ACC
Thr

ACG
Thr
520

GAA
Glu

ATG
Met

GGC
Gly

CAT
His

AGT
Ser
600

Lys

GAC
Asp

TTIA
Leu

GGA
Gly

ATT
Ile
680

TAC
Tyr

AGA
Axg

TI?T
Phe
508
AGC
Ser

GAC
Asp

Lys

ACT
Thr

Leu
SeS

Leu

AAC
Asn

AGC
Ser

Ser

AAT
Asn
665

CAC
His

Glin

GTA
val

430

GTC
val

AAG
Lys

TGG
Trp

CTC
Leu

TAC
Tyr
570
AAC
Asn

AAG
Lys

CTT
Leu

TAC

Phe
650

Leu

CAG
Gln

AGC
Ser

ACT
Thr

TIT
Phe

GAA
Glu

GAA
Glu

ACT
Thr
11

Gly

ATT
Ile

GTA
val

CAG
Gln

TTG
Leu
€35

GCA
Ala

AGG
Arg

Gln

GTC
val

GGT
Gly

TTA
Leu

TAC

Tyr
540

Phe

ACT
Thr

AAT
Asn

AAT
Asn

GAT
Asp
620

GCT
Ala

TAT
Tyr

AAC
Asn

CGA

AAG
Lys
700

ATT
Ile

GCA
Ala

TIC
Phe
528
TAT
Tyr

GAA
Glu

Leu

GAG
Glu

CAG
Gln

GAT
Asp

Ser

val
€8s

ATA
Ile

CTA
Leu

AAT
Asn
810
cGG
Arg

CTC
Leu

CAA
Gln

CAC
His

CAT
His
590

AAT
Asn

GCT
Ala

ACT
Thr

CTA
Leu

Leu
670

Leu

Leu

Ala

495

GTG
Val

val

Ser

val

Leu
S7S

ACT

ATC
Ile

GCT
Ala

Gly

GAA
Glu
6SS

Lys

ccT

Pro

Gln

Ser

35

GAA
Glu

TIG
Leu

GGG
Gly

TAC

Tyr
560

CAG
Gln

GGA
Gly

Phe

TGT
Cys

ARA
Lys
640

GCA
Ala

AGA
Arg

ATA
Ile

cGC
Arg

Lys

GAT
Asp

AAG
Lys
545

Ser

AAC
Asn

AGC
Ser

Leu

GGA
Gly
628

Ser

AAA
Lys

GAT
Asp

GAA
Glu

ACA
Thr
708

S00

CTG ATC TGT
Leu Ile Cys
S1S

ACA CCC TAC
Thr Pro Tyr
530

CTA TTT AAT

Leu Phe (hen Lys Sex]
1

GAA
Glu

CcCT
Pro

TTA CTA

Leu

AAA

Leu

TCA

GAC TGC AAA AAA AAT
Asp Cys Lys Lys Asn
56S

AGC TTC AAT ATC
Ser Phe(Asn Ile Ser]
S80

ATA AGC AGT
Ile Ser Ser
$9S

TTG GGT GCA
Leu Gly Ala
610

ATA GAC AGA
Ile Asp Arg

CCC GCA GGA
Pro Ala Gly

GCA AAC AGT
Ala Asn Ser
660

GCA CAA ACT
Ala Gln Thr
678

CAA TCA CTIG
Cln Sexr Leu
690

GGG AAT GGA
Gly Asn Gly

CTG GAT TIT GCT CAG

Leu
720

Asp

Phe Ala Gln

GAA
Glu

GCA
Ala

ATG
Met

val
64S

Leu

ATT
Ile

AGC
Ser

Leu

AARC
Asn
728

TIG
Leu

GGA
Gly

AAT
Asn
630

AAT
Asn

ccC
Pro

Lys

ACT
Thr

Leu
710

TIC
Phe

1495

1543

1591

16239

1687

173S

17813

1031

1879

1927

197S

2023

2071

2113

2167

2215



ES 2327 691 T3

FIG.12-4

ATC

Ile val

Thr[AsniAsn Thr.Ser|Ser
730

TIT
Phe
750

TAT
Tyr

GGA
Gly

AGA ACA ATA ATA
Arg Thr Ile Ile
745

GGG
Gly

AAA
Lys

GTG
.Val
765

AGT GAG
Sexr Glu

TCT
Ser
760

ATC

Ile Ala

Phe

TTT
fhe

GTC
val

GAT
Asp
780

GCT GIT
Ala val

ACT
Thr

CTA
Leu
778

GAT
Asp

ATA
Ile

GGC
Gly

TIT
Phe

TTT TGG
Phe Trp

AAT
Asn

TTG

Leu Leu

ACA AAC AAT ACT TCC TCT GIT ATT ATT
Ile Ile

73S
GAA CAT
Glu His

GCA TCG TGC
Ser Cys

CTG 1GT
Leu Cys

GGA AAA
Gly Lys

GAG
Glu

TAT
Tyr

AAA
Lys

AGC
Ser
788

GCT
Ala

GAA ACT
Glu Thr

AAG
Lys

AAG
Lys

TAT
Tyr

740

CAG
Gln
758

CTG
Leu

GTG
val

ccr
Pro
770

ATT
Ile

TAC

GTA
val

ACT
Thr

TGG
Trp

GCC
Ala

ATC
Ile

TTT
Phe

ATC
Ile

GAG
Glu

ACC
Thr

GCT
Ala

GAC
Asp

ccc
Pro
790

TTA
Leu

cTY
Leu

795

GTA
val

ATT TTIT
Ile Phe
810

ccae
Pro

GCT
Ala

CTA

Leu Ala

GAT
Asp

TAC
TY®

GAC GTG
Asp Val

GAT
Asp

TCG
Ser

GAG
Glu
825

Asp
830

GGT TAT

Gly Tyr
845

AAT
Asn

ATG
Met

AAT
Asn

GGT AAT
Gly Asn

GAA
Glu
840

AGC CCA
Ser Pro

ACA
Thr
860

CcCcT
Pro

GTT ATG
Val Met

CAC
His
855

AAT
Asn
GTTGAAACTG CTTGAGCATC AGGATACTCA
TTCTGGGTCT ACAAGGACTT TCCAAATCCA
AGGCGGGCAC CAAGGCAACG GCACCATTGG
ATCACGTTAT AGTCCATGGT CCATCACTAT
TITTGTTTIT TACITTITTA CACTGAGTIT
TGTTCCCATT GGATGCATIT CTATCAAAAC
TATTGCCATG TGTGGAGTGT GCTGAACACA
TACAGTAAAC- GGTGTATATA CCTTTTGITA
TAGGACTTTC TTCTAAATGA GCTAAATAAG
TAATCCATTT TCACTAAAAG TGTGTGAAARC
ATCTATTATA CTTTATCAAA GATTGGCCAT
TCATAGAGAA ACCTGCGTAA CTCCATCTGA
AGAGAAATGC TGTTCGTTCA AAAGTGGAGT

AAA CTG GCT
Lys Leu Ala
315

GAT GTT GAA
val Glu

CAT AAA
His Lys

TCA CAA
Ser Gln

800
AAG
Lys

ACT
Thr

GAT
Asp

CAT
His
a6s
AAGTGGAARG
GGAGCAACGC
TCTCTGGGTA
TCAAGGATGA
CTATTTAGAC
TCTATCAAAT
CACCAGTTTA
CCACAGAGTT
TCACCATTIGA
CTACAGCATA
GTTCCACTIG
CAAATTCAAA
TGITITAACA

36

TAC
Tyr

TAT CGT
Tyr Axg

805

CGA ATG
Arg Met

820

ATA
Ile
83s

CAT
His
8s0

CCC ATG
Pro Met

GTA TAT
val Tyr

AAA AAT
Lys Asn

GGT ATT
Gly Ile

T GATAGCTGAT

GATCACAGAT
CAGTGGCAAC
GTGCTTTAAG
CTCCCTCCCT
ACTACAACAT
GTGATGGCTA
CAGGAAAGAT
TTTTAAACAA
CTTICTIGGTG
TTICTTCACGC
GAAATGGCAT

GATGCCAATT

TTTTGGTAGT
GTAGTGACTC
AATGAACACA
TCCTGTCTAT
ATGGGGTGTT
GATTCTAACA
GCATTTIGIG
ATGAGTATIA
CIGTTGAAAA
AGAGATTTTC
GCAAAAGCCA
AGATCTTGAG
ACGGTGTACA

226)

2311

2159

2407

245S

2503

2551

2599

264)

2703
2763
2821
2883
2343
3003
3063
3123
3183
3243
3303
3363

3423



ES 2327 691 T3
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GTTTAACAGA GTTTTCTGTT GCATTAGGAT ARACATTAAT TGGAGTGCAG CTAACATGAG 1483
TATCATCAGA CTAGTATCAA GTGTTCTAAA ATGAAATATG AGAAGATCCT GTCACAATTC 3543
TTAGATCTGG TGTCCAGCAT GGATGAAACC TTTGAGTITTG GTCCCTAAAT TTGCATGAAA Js0l
GCACAAGGTA AATATTCATT TGCTTCAGGA GTTTCATGTT GGATCTGTCA TTATCARARG 3663
TGATCAGCAA TGAAGAACTG GTCGGACAAA ATTTAACGTT GATGTAATGG AATTCCAGAT 3723
GTAGGCATTC CCCCCAGGTC TTTTCATGTG. CAGATTGCAG TTCTGATTCA 3783
AMGGAACTTS GAAAABRAAAA A 1804 .
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE: Miraglia, Sheri.
Godfry, Wayne G.
Yin, Amy H.
Buck, David W.

TfTULO DE LA INVENCION:/ANTfGENO DE CELULAS MADRE Y PROGENITORAS HEMATO-
POYETICAS HUMANAS Y METODOS PARA SU USO

NUMERO DE SECUENCIAS: 2

DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DIRECCION: COOLEY GODWARD LLP
(B) CALLE: 5 PALO ALTO SQUARE, 3000 EL CAMINO REAL
(C) CIUDAD: PALO ALTO
(D) ESTADO: CA
(E) PAIS: EEUU
(F) CODIGO POSTAL: 94306-2155
FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: PC compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release # 1.0 Version # 1.25

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION: 24-ABR-1997
(C) CLASIFICACION:

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/639.891
(B) FECHA DE PRESENTACION: 26-ABR-1996

INFORMACION DEL MANDATARIO/AGENTE
(A) NOMBRE: Neeley, Richard L.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 30.092
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: AMCE-012/1WO

INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES
(A) TELEFONO: (415) 843-5070
(B) TELEFAX: (415) 857-0663

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: |

®

(i)
(iii)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3804 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
HIPOTETICA: NO
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(ix) CARACTERISTICA:

CCAAGTTCTA CCTCATGTTT GGAGGATCTT GCTAGCT ATG GCC CTC GTA CTC GGC
Met Ala Leu Val Leu Gly

TCC
Ser

CCT
Pro

ACA
Thr

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

ES 2327 691 T3

(B) LOCALIZACION. 38..2633
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 1
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615

TAT

CCA
Pro

ACA
Thx

ATC
Ile

Gly

Phe

GAC
Asp

Leu

Gly

ATT
Ile
600

TAC

¥

RGA
Axg

TCT
Ser
760

AAT
Asn

AGC
Ser

Ser

Asn
665

His

Gln

ACA

745

ATC
Ile

ACT

Leu

TAC

Phe

650

Leu

Gln

Ser

AAT

730

ATA
Ile

Ser

Phe

ppac

635

Ala

AGG
Arg

Gln

Vval

AGG

715

ACT
Thr

ATA

Ile

Glu

val

Tcp
7958

620

GCT

Ala

TAT

AAC

58

Lys
700

ATT

Ile

TCC

Ser

Gly

Lys

Asp

780

Phe

CAG
Gln

GAT

TCC
Serx

vVal
68S

ATA

Ile

CTA
Leu

TCT
Ser

TAT

val
765

val

Gly

ES 2327 691 T3

ACT

CTA
Leu

Leu
670

Leu

Leu

GecT
Ala

val

Phe
750

Ala

Phe

ATA
Ile

GGT
Gly

Glu
655

Lys

Pro

Gln

TCT
Ser

ATT
Ile
735

Glu

TCG

Ser

Leu

Gly

Lys
640

Ala

AGA

ATA
Ile

g8

720
ATT

Ile

CAT
His

TGC

Cys

Lys
8ao

625

Ser

Lys

GAT
Asp

Glu

Glu

TAT

Lys

AGC
Ser
785

Ala

Pro

GCA
Ala

Gln
690

Gly

Phe

Glu

Pro
770

TAC

ACT
Thr

Ala

AAC
Asn

Gln
678

Ser

AAT
Asn

Ala

#5

Gln
758

val

ATT
Ile

GTA
Val

Gly

AGT
Ser
660

ACT

Leu

Gly

Gln

GCC
Ala

ATC
Ile

Phe

Val
645

Leu

ATT
Ile

AGC
Ser

Leu

ATC
Ile

ACC
Thr

GAC
Asp

TTA
Leu
80S

630

Asn

ccc
Pro

Lys

ACT

Leu
710

TTC

Phe

TAT

GAG
Glu

Ala

Pro

790

Leu

1975

2023

207

2119

2167

2215

2263

2311

2359

2407

2455
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ES 2327 691 T3

CCG GCT CTA ATT TTT GOG GTA AAR CTG GCT AMAG

Pro Ala Leu Ile Phe Ala

GAT TCG GAG GAC GTG TAC GAT GAT
Asp Ser Glu Asp Val Tyr Asp Asp Val

810

825

val Lys

Leu Ala Lys

815

830

GTT GAR ACT

Glu Thx

ATG GAA AAT GGT AAT AAT GGT TAT CAT AAA CAT

Met Glu Asn Gly Asn Asn Gly Tyr His

840

845

Lys Asp

CAC AAT CCT GTT ATG ACA AGC CCA TCA CAA CAT
His Asn Pro Val Met Thr Ser Pro Ser Gin His
860

85s

GTTGAAMACTG CTTGAGCATC AGGATACTCA

ATCACGTTAT

TTTTGTTITTT

TGTTCCCATT

TATTGCCATG

TACAGTARAAC

TRGGACTTTC

TAATCCATIT

ATCTATTATA

TCATAGAGAA

AGAGAAATGC

GTTTAACAGA

TATCATCAGA

ACAAGGACTT

TACTITTTTA

GGATGCATTT

TGTGGAGTGT

GGTGTATATA

TTCTAAATGA

TCACTAAMAG

CTTTATCAAA

ACCTGOGTAA

CTAGTATCAA

TCCAAATCCA

GCACCATTGG

CCATCACTAT

CACTGAGTTT

CTATCAAAAC

CCTTTIGTTA

GCTAAATAAG

TGTGTGAAAC

GATTGGCCAT

CTCCATCIGA

865

ARGTGGAAAG

GGAGCAACGC

CTATTTAGAC

TCTATCAMAT

CACCAGTTTA

CCACAGAGTT

TCACCATTGA

CTACAGCATA

GTTCCACTTG

CAAATTCAAA

AAACATTAAT

ATGAARTATG

TAC TAT CGT CGA ATG
Tyr Tyr Arg Arg Met

820

ATA CCC ATG AAA AAT
Ile Pro Met Lys Asn

835

CAT GTA TAT GGT ATT
His Val Tyr Gly Ile

850

T GATAGCTGAT

GATCACAGAT

CAGTGGCAAC

ACTACAACAT

GTGATGGCTA

CAGGAAAGAT

TTTTAAARCAA

GAAATGGCAT

AGAGAGAGAG

GATGCCAATT

TGGAGTGCAG

AGAARGATCCT

GTAGTGACTC

AATGAACACA

ATGGGGTGTT

GATTCTAACA

GCATTTTGTIG

ATGAGTATTA

AGAGATTTTC

GCAAARGCCA

AGATCTTGAG

ACGGTGTACA

CTAACATGAG

GTCACAATTC

2503

2551

2599

2643

2703

2763

2823

2883

2943

3003

3063

3123

3183

3243

3303

3363

3423

3483

31543
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TTAGATCTGG TGTCCAGCAT GGATGAAACC TTTGAGTTTG GTCCCTAAAT TTGCATGAAA 3603

GCACAAGGTA AATATTCATT TGCTTCAGGA GTTTCATGTT GGATCTGTCA TTATCAAAAG 3663

TGATCAGCAA TGAAGAACTG GTCGGACAAA ATTTAACGTT GATGTAATGG AATTCCAGAT i723

GTAGGCATTC CCCCCAGGTC TTTTCATGTG CAGATTGCAG TTCTGATTCA TTTGAATAAA 3783

AAGGAACTTG GAAAAAAAAA A

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 2

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 865 aminoacidos

Met

Ser

Ala

val

65

Gln

Ile

Cys

(B) TIPO: aminoacidos

(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 2

Ala

Phe

Gly
S0

val

Lys

val

Leu Val

Ser Gly

20

Glu Leu
35

Pro Ile

Gln Pro

Ala Tyr

Gly Leu

100

Leu Gly
115

Leu

Gly

Pro

Gly

Arg

Glu

a5

Lys

Leu

Gly

Gln

Ala

Ile

Asp

70

Ser

Ile

Leu

Sexr

Pro

Leu

55

Phe

Lys

val

Phe

Leu

Ser

40

Phe

Pro

Ile

Ile
120

Leu

Ser

25

Glu

Glu

Asp

108

Ile

Leu

10

Thr

Glu

Leu

Asp

S0

Glu

Leu

Leu

Asp

Thr

Val

Thr

75

Ala

Met

Gly

Ala

Gln

His

60

Leu

Lys

Gly

Pro

Leu

Pro

Asp

45

Ile

Pro

Ile

128

Cys

Lys

30

Ser

Phe

Lys

Glu

Ile

110

val

3804

Gly Asn
1S

Ala Trp

His Lys

Leu Tyx

Phe Leu
80

Thr Val
95

Leu Cys

Gly Tyr
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Phe

Gln
145

Phe

Pro

Lys

225

Ile

Lys

Met

Ser

Pro
308

ES 2327 691 T3

Phe Cys Met Cys Arg Cys Cys Asn

130

Axg

Val

Ala

Glu

230

Ala

Leu

Ser

Asn

Ser

250

Leu

Ser

val

Asp

Gln

Leu

Ala

Asp

195

Gln

Phe

Met

Serxr

275

Leu

Cys

Leu

Asp

Gly
ass

Lys

val

180

Serx

Ile

Ala
260

Leu

Ser

Ala
340

Glu

Ile

165

His

Lys

Ser

val

Gln

325

Glu

val

Asn
150

Cys

Gln

Phe

Ala

Lys

val

His

310

Leu

Leu

Gln

138

Gly

Ile

val

Lys

Ile
215

Ile

Ser

Lys

295

Pro

Asp

Gln

Pro Phe

Ile Ile

185

Asp Leu
200

Leu Ala

Ser 1le

Asn Ile

Lys Glu
265

Leu His
280

Thr Sex

Ser Ser

Ser Asn

Asn Val
345

Gly Tyr
360

Lys

Leu

Serx
170

Gln

Ile
a50

Gln

Glu

Pro

330

AsSn

Gln

Cys

155

Ile

Ile

235

Pro

Lys

Gln

318

Glu

Ser

Gly Gly Glu Met

140

Lys Cys Phe Ala

Gly

Lys

val

Val

Glu

Ser

Ser

300

Leu

Val

Ile

Leu
208

Ala

285

Serxr

Asn

Asn
3168

Phe Tyr
175

Sexr Axg
190

Asn Glu

Thx Lys

Gly Gly

258

Leu Glu
270

Gln Leu

Sexr 1le

Gln Leu
335

Axrg Thr
350

Asp Ile

His

Ile
160

Gly

Lys

Thr

Gly

240

Ile

Asn

Serxr

Asp

Arg

320

Pro

Pro
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Asp

val
38s

Pro

Qlu

val

465

Val

Lys

Asp

Lys

S$45

Ser

Ser

Axrg val
370

Leu AsSn

Ile Gln

Ser Tyr

Trp Trp
435

Ile Phe

450

Phe Leu

Met Ile

Leu Ile
515

530

Leu Phe

Asp Cys

Sexr Phe

Ile Ser
595

Gln

Ser

Asp

Ile

420

Leu

Thr

Met

Ile
500

Cys

Lys

Asn
580

Serxr

ES 2327 691 T3

Arg Gln Thr Thr Thr Val

Ile

Ile
405

His

Gly

Pro

val

485

Val

Glu

Lys

Lys

565

Ile

Glu

Qly
390

Leu

Gly

470

Gly

val

Pro

Leu

Ser

550

Asn

Ser

Leu

375

Ser

Ser

Leu

Gly

455

Thr

val

Leu

Asn
S35

Lys

Glu

Glu

Asp Ile

Ala Phe

Leu Pro

425

val Ile
440

Leu Leu

Axg Gly

Gly Leu

Thr Phe

505

Thr Ser
520

Glu Asp

Met Lys

Gly Thr

His Leu

585

Ser Leu
600

10

Asp

Ser

410

Thr

Cys

Cys

Ser

490

val

Lys

Trp

Leu

570

Asn

Lys

val

Asn
39S

val

Leu

Ser

Gly

val

475

Phe

Phe

Glu

Glu

55s

Ala
380

vVal

Glu

Leu

val

460

Ser

Leu

Gly

Leu

Tyr
540

Phe

Gly Thr

Ile

val

Asn

Gly

Val

Glu

Leu
445

Cys

Asn

Phe

Ala

Phe

525

Glu

Leu

Glu

Leu
60S

Ile

Gln

430

Thr

Gly

Cys

Asn

S10

Arg

Leu

Gln

His

His
590

Lys Arg

Arg Leun

400

Asn Thr
415

Asp Ser

Leu Ile

Gly Gly
480

Trp Ile
495

val Glu

Val Leu

Ser Gly

val Tyx
560

Leu Gln
878

Thx Gly

Ile Phe



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu Leu
610

Gly Ile
625

Ser Pro

Lys Ala

Glu Gln
630

Thr Gly
70%

Asp Phe

Glu Glu

Tyr Leu

Lys Pro
770

Ser Tyr
785

Ala Thr

Lys Tyr

Thr Ile

Gly

Asp

Ala

Asn

Gln

675

Ser

Ala

Gln

758

Val

Ile

val

Pro
83s

Ala

Gly

Ser
660

Thr

Gly

Gln

Lys

740

Trp

Ala

Ile

Phe

820

Met

Ala

Met

Val

645

Leu

Ile

Ser

Leu

725

Lys

Ile

Asp

Leu
805

Lys

ES 2327 691 T3

Gly Arg
615

Asn Tyx
630

Pro Pro

Lys Thr

695

Leu Glu
710

Phe Ile

Tyr Gly

Glu Phe

Ala Leu

775

Pro Leu
790

Leu Pro

Asn Met

Lys

Asn

ASp Ser

Leu

Gly

Ile
680

Axg

Ser
760

Asp

Asn

Ser

Glu
840

11

Serx

Aan

66S

His

Cln

val

745

Ile

Leu

Leu

Glu

825

Asn

Phe
650

Leu

Gln

Ser

730

Ile

Ser

Ala

Phe

Ile

810

Asp

Gly

Gln

635

Ala

Gln

Val

715

Ile

Glu

val

798

Phe’

val

Asn

Asp Phe
620

Ala Gln

Tyr Asp

Asn Ser

Arg Val

685

Lys Ile
700

Ile Leu

Sér Sex

Gly Tyx

Lys Val

765

Asp Val
780

Phe Gly

Ala Val

Ala

Leu

Leu
670

Leu

Leuy

Ala

Val

Phe

750

Ala

Phe

Ile

Lys

ASD
830

Asn Gly Tyx

84S

Ala

Gly

Glu
655

Lys

Pro

Gln

Sex

Ile
738

Glu

Ser

Gly

Leu

815

val

Hig

Lys
640

Ala

Ile

720

Ile

His

Cys

Lys

800

Ala

Glu

Lys
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Asp His Val Tyr Gly Ile His Asn Pro Val Met Thr Ser Pro Ser Gln

His
865

850

ES 2327 691 T3

855

12

860
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