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DESCRIPCION
BODIPY aminoacetaldehido dietil acetal.

Ambito técnico

La presente invencidn se refiere en general a las células madre, y en particular a un método de aislamiento de
células madre y a reactivos adecuados para ser usados en tal método.

Antecedentes

Las células madre hematopoyéticas (HSC) mds primitivas reconstituirdn todos los linajes hematopoyéticos para
toda una vida. Estas células madre hematopoyéticas pluripotentes (PHSC) son las células trasplantables que finalmente
son las dianas para el aporte de genes en las terapias génicas basadas en las células madre. Una caracteristica definitoria
de las PHSC es la de que estas células sobrevivirdn a la mayoria de los regimenes de acondicionamiento citoablativo.
Los mecanismos de su resistencia a estos agentes toxicos sugieren potenciales estrategias mediante las cuales estas
células puedan ser seleccionadas in vitro. Un mecanismo de la resistencia a los farmacos radica en la capacidad de
efluir las sustancias toxicas fuera de la célula por medio de la bomba de multirresistencia a farmacos (MDR). Sustratos
fluorescentes para la bomba de MDR han permitido el aislamiento de PHSC tomando como base su alta capacidad
de eflujo de colorante en una variedad de sistemas de ensayo. Las resistencias a los fairmacos pueden también ser
conferidas por mecanismos mas especificos. Por ejemplo, una aldehido deshidrogenasa (ALDH) citosdlica media
la resistencia a la ciclofosfamida (CPA), que es un agente alquilante que se usa en regimenes citorreductores en
preparacion para el trasplante de médula 6sea. Asi, la expresién de ALDH puede ser considerada como un marcador
seleccionable para las auténticas PHSC.

La eficacia terapéutica de la CPA ha sido atribuida en gran medida a la capacidad de las PHSC y de las células de
las criptas intestinales para sobrevivir al régimen farmacoldgico. Las progenitoras hematopoyéticas humanas expresan
una ALDH citosélica, y HSC primitivas humanas derivadas de células madre de la sangre periférica movilizada pueden
ser seleccionadas al ser puestas en cultivo con ciclofosfamida por espacio de 7 dias. Jones et al. han demostrado que
pueden aislarse PHSC murinas reconstitutivas a largo plazo previendo un sustrato fluorescente membrano-permeable
para la ALDH y seleccionando entonces las células con los mds altos niveles de actividad de ALDH (Jones, Blood
85:2742 (1995); Jones et al., Blood 88:487 (1996)). En estos estudios se usé dansilo aminoacetaldehido (DAAA) para
colorear células de médula 6sea murina preparadas mediante elutriacién en contracorriente.

Los estudios preliminares realizados usando DAAA indican que este reactivo es inutilizable con preparaciones de
células hematopoyéticas humanas porque la intensidad de sefial del reactivo es demasiado alta como para resolver
poblaciones celulares discretas por citometria de flujo. La presente invencion aporta un sustrato fluorescente para
ALDH que esta exento de los problemas que van asociados al DAAA y que puede ser usado en la purificacién de
células hematopoyéticas primitivas humanas.

Breve exposicion de la invencion

La presente invencién proporciona el compuesto de la reivindicacion 1. En la presente invencion se describe un
nuevo reactivo y método para aislar células madre entre las que se incluyen las células madre humanas. El reactivo
es un sustrato fluorescente para ALDH. El método comprende el paso de colorear una poblacién celular que incluye
células madre primitivas con el sustrato en presencia de un inhibidor de la actividad de MDR. La ALDH que esta
presente en las células convierte el sustrato en un producto que es atrapado dentro de las células. Puesto que las células
madre primitivas tienen unos niveles de actividad de ALDH que son mds altos que los de otros tipos de células, estas
células se colorean con mayor luminosidad que otros tipos de células. La presencia del inhibidor de la MDR reduce el
eflujo del sustrato desde las células madre.

Los objetos y ventajas de la presente invencién quedardn claramente de manifiesto a la luz de la descripcidn
siguiente.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A-1D. La coloracién con BAAA identifica las células con altos niveles de actividad de ALDH. La
L1210/cpa es una derivada de la linea celular leucémica L.1210 que sobreexpresa ALDH. (Las Figs. 1A y 1B represen-
tan células L1210, mds DEAB y menos DEAB, respectivamente; y las Figs. 1C y 1D representan células L1210/cpa,
mas y menos DEAB, respectivamente).

Figuras 2A-2D. E1 BAAA es efluido por una bomba de MDR desde células hematopoyéticas, y en particular desde
células CD34* primitivas, como pone de manifiesto la diferencia entre las células CD34* que tienen luminosidad de
BODIPY (BODIPY"™) (Fig. 2B) en presencia y en ausencia de verapamilo como inhibidor de la MDR (las Figs. 2A
y 2B son para t=0, menos y mds verapamilo, respectivamente; y las Figs. 2C y 2D son para t=30’, mis y menos
verapamilo, respectivamente).
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Figuras 3A-3D. Células ALDH™ (es decir, células con propiedades de baja SSC (SSC = dispersién lateral de la luz)
que se colorean con luminosidad con BAAA en presencia de un inhibidor de la MDR) estdn enriquecidas en células
con el inmunofenotipo CD34*CD38"/~ primitivo que va tradicionalmente asociado a las células madre primitivas.

Figuras 4A y 4B. La intensidad de coloracién con BAAA estd en correlacion inversa con la expresién de CD38
(Fig. 4A) y de CD71 (Fig. 4B) en las células CD34*.

Figuras 5A-5C. Células ALDH™ estdn enriquecidas en progenitoras iniciales equivalentes a células CD34" y estén
mads enriquecidas en progenitoras muy primitivas que las células CD34*. (Fig. SA = progenitoras (HPCA), Fig. 5B =
progenitoras iniciales (a las 5 semanas de LTC (LTC = cultivo a largo plazo) y Fig. 5C = progenitoras primitivas (a las
8 semanas de LTC)).

Figura 6. Preparacion de BAAA. Usando un vial de dmbar, una solucién de aminoacetaldehido dietilacetal (0,019
mmoles, Aldrich Chemical Co.) en tetrahidrofurano seco (THF, 0,5 ml) fue afiadida gota a gota a una solucién de
BODIPY FL, SE (0,013 mmoles, Molecular Probes) en THF seco (0,5 ml). Una vez concluida la adicidn, el vial fue
tapado y la mezcla de reaccién fue agitada por espacio de 30 min. El THF fue evaporado y el residuo fue disuelto
en cloruro de metileno minimo y fue luego cromatografiado en gel de silice usando acetato de etilo-hexano (1:1)
como eluyente. El producto, BODIPY-aminoacetaldehido dietilacetal, fue recuperado en rendimiento cuantitativo e
identificado mediante NMR (NMR = resonancia magnética nuclear) protonica.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente invencién se describe un método de aislamiento de células madre y a un reactivo adecuado para ser
usado en tal método. El método comprende poner a una poblacidn de células que comprende células madre en contacto
con un sustrato detectable para aldehido deshidrogenasa (ALDH), siendo dicho sustrato convertido en un producto
detectable por la ALDH, siendo ese producto retenido en las células. El sustrato es BODIPY -aminoacetaldehido
(BAAA) y el eflujo de BAAA desde las células, y en particular desde las células madre que estdn presentes en la
poblacién, es inhibida por el concurrente uso de un inhibidor de 1a MDR.

Las fuentes de poblaciones celulares que son adecuadas para ser usadas incluyen la sangre del cordén umbilical, la
médula dsea, la sangre periférica y el higado fetal. Puede usarse cualquier poblacién celular que incluya células madre,
independientemente del origen tisular (como p. €j. el intestino, la piel, los musculos, los nervios, etc.). Si bien puede
ser de esperar que el método sea aplicable a una variedad de poblaciones celulares de mamiferos no humanos, el mismo
es particularmente (til para aislar células madre humanas de fuentes que incluyan las mencionadas anteriormente.

Los sustratos que son adecuados para ser usados incluyen sustratos para ALDH, y en particular sustratos especificos
para ALDH que son detectables o llevan una etiqueta detectable y que son convertidos por la accién de la ALDH en
productos que son detectables o llevan la etiqueta detectable, siendo dichos productos retenidos en las células, y en
particular en las células madre. En una realizacion preferida, el sustrato es un sustrato fluorescente que tiene un perfil
de emisidn de fluorescencia discreta que es idéntico al del FITC (FITC = isotiocianato de fluoresceina). Dicho sustrato
es el BAAA.

La cantidad 6ptima de sustrato a afiadir a la poblacion celular puede ser ficilmente determinada por un experto en
la materia (véase el Ejemplo). En el caso del BAAA las concentraciones pueden variar, pudiendo usarse por ejemplo
concentraciones de aproximadamente 1 uM a 5 uM.

Una solucién concentrada del sustrato puede ser afiadida directamente a medio que comprenda las células a colo-
rear, o bien células recolectadas pueden ser puestas en suspensién en un medio con contenido de sustrato.

A fin de inhibir el eflujo del sustrato desde las células, se emplea el uso concurrente de un inhibidor de la MDR.
Pueden usarse cualesquiera de los de una variedad de inhibidores de la MDR, incluyendo el verapamilo. El inhibidor
puede ser afadido a las células simultdneamente al sustrato o antes de la adicién del sustrato. La cantidad éptima
de inhibidor de la MDR a usar puede ser determinada facilmente (p. ej. supervisando la pérdida de coloracién).
En el caso del verapamilo las concentraciones pueden variar, pudiendo por ejemplo usarse una concentracion de
aproximadamente 50 uM.

Tras la exposicion de la poblacién celular al sustrato (y al inhibidor de la MDR) (p. ej. aproximadamente 30
minutos después), las células que contienen concentraciones mds altas de producto etiquetado pueden ser separadas de
las que contienen concentraciones mds bajas. En el caso del uso de una etiqueta fluorescente, pueden usarse técnicas
de separacion celular activada por fluorescencia. Las células madre pueden ser purificadas de entre las otras células
de la poblacién de partida sobre la base de la baja dispersién ortogonal de la luz en un citémetro de flujo (identifica
las pequefias células, como los linfocitos) y/o de la luminosidad de fluorescencia. Como se muestra en el Ejemplo que
se da mas adelante, seleccionando el 1% mas luminoso de las células se obtuvo un enriquecimiento de casi 40 veces
para células que inician cultivos a largo plazo. Las preparaciones celulares que fueron recuperadas fueron en hasta
un 65% células CD34*, la mayoria de las cuales eran CD38~/4m CD71-%™, La invencién incluye dentro de su alcance
preparaciones celulares que son en mas de un 50% células CD34*, preferiblemente en mas de un 75% células CD34*,
y mds preferiblemente en mds de un 90% células CD34*.
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Las células madre aisladas tienen aplicacién en una variedad de terapias y regimenes diagnésticos. Dichas células
madre son adecuadas a efectos tanto de trasplante como de terapia génica. Por ejemplo, el aislamiento de células
madre a partir de médula ésea o sangre periférica de pacientes con cancer puede servir para separar las células madre
de las células cancerosas. En los pacientes que se someten a trasplante autélogo, tal separacion puede ser usada para
reducir la probabilidad de que sean devueltas al paciente células cancerosas. Las células madre autélogas purificadas
pueden ser expandidas ex vivo para acelerar el injerto de neutréfilos, eritroides y plaquetas tras el trasplante aut6logo.
La expansion ex vivo puede efectuarse mediante crecimiento en citoquinas definidas, sobre capas estromales y/o en
biorreactores (Emerson ef al., Blood 87:3082 (1996)). Adicionalmente puede ser reducida la incidencia de fracaso del
injerto. Esto es beneficioso para los pacientes de cdncer que se someten a trasplante autélogo, para los pacientes que
padecen de trastornos autoinmunes, y para los pacientes que se someten a terapia génica.

Los enfoques de terapia génica que implican a las presentes células pueden suponer el aislamiento de células madre
autdlogas, la exposicion de las células aisladas a un vector de aporte de genes y la reinfusioén de las células modifi-
cadas al interior del paciente (Smith. J. Hematother. 1:155 (1992)). Este enfoque puede suponer el cultivo ex vivo o
el uso de vectores capaces de transferir genes a células que no se dividen, haciendo con ello innecesario el cultivo
ex vivo. La terapia génica puede ser util para tratar por ejemplo enfermedades congénitas tales como la anemia de
las células falciformes, en cuyo caso el gen de 5-globina mutante es sustituido o suplementado con el gen de globina
tipo salvaje o un gen de globina anti-siclage. En el tratamiento del cdncer pueden introducirse genes de resistencia
a farmacos en las células madre para conferir resistencia a formacos citotoxicos. Esto puede reducir la incidencia y
severidad de mielosupresion. Para el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo la del HIV, pueden intro-
ducirse genes antivirales en las células madre para hacerlas resistentes al virus (Gilboa y Smith. Trends in Genetics
10:139 (1994)).

El aislamiento de células madre redunda en la eliminacién de células T que ocasionan la GvHD (GvHD = enferme-
dad de injerto contra huésped). Puede ser de esperar que esta eliminacién reduzca la incidencia y severidad de GvHD
en los receptores de trasplantes alogénicos.

Las células madre alogénicas purificadas pueden ser expandidas ex vivo para acelerar el injerto de neutréfilos,
eritroides y plaquetas tras el trasplante alogénico. Adicionalmente, puede ser reducida la incidencia de fracaso de
implante. Esto es probable que sea particularmente importante para los receptores de trasplantes de sangre de cordén
umbilical, donde las pequefias dosis celulares limitan el éxito del trasplante.

También puede ser de esperar que el exitoso injerto con células madre induzca tolerancia. Tal cosa mejoraria
claramente el trasplante de 6rganos sélidos.

Se entendera que las células pueden ser usadas como fuentes de nuevos genes (p. €j. para citoquinas y receptores
de citoquinas), incluyendo a genes que son importantes en el crecimiento y el desarrollo.

Ademds de su aplicacion en estrategias de tratamiento y diagnosis, las células madre pueden ser usadas en proto-
colos de seleccion para identificar agentes que puedan ser usados, por ejemplo, para promover la diferenciacién o el
crecimiento y/o el injerto de células hematopoyéticas. En un protocolo de este tipo se pone a células madre en contacto
con un compuesto de ensayo del que se sospeche que induce diferenciacién, y se determina la capacidad del compues-
to de ensayo para efectuar diferenciacion (usando, por ejemplo, examen microscOpico y por citometria de flujo). En
otro protocolo de seleccion, células madre son puestas en contacto con un compuesto de ensayo del que se sospeche
que induce proliferacién y/o injerto, y se determina la capacidad del compuesto de ensayo para efectuar proliferacion
y/o injerto usando ensayos de colonias a largo plazo in vitro o modelos de ratones inmunodeficientes in vivo (como p.
¢j. ratones SCID NOD). (Véase Peault ef al. Leukemia 7:s98-101 (1993)).

Ademds de lo expuesto anteriormente, el sustrato puede ser usado para identificar tumores que puedan ser resis-
tentes a la ciclofosfamida por medio de la regulacién hacia arriba de la actividad de ALDH. De acuerdo con esto, se
pueden poner en contacto células del tumor con el sustrato detectable, como p. ej. BAAA, y con inhibidor de la MDR
bajo condiciones tales que el sustrato entre en las células y sea convertido ahi en el producto detectable. Las células
que se colorean con luminosidad (p. ej. con BAAA) puede ser de esperar que sean resistentes a la ciclofosfamida.

También se describen en la presente invencidn kits que se pueden utilizar para preparar células. Los kits pueden
comprender reactivos (como p. €j. sustrato para ALDH) que puedan ser usados para efectuar el aislamiento de las
células madre. El kit puede incluir BAAA dispuesto dentro de unos medios contenedores. El kit puede incluir también,
dispuesto dentro de unos medios contenedores, un inhibidor de la MDR, tal como verapamilo.

Se describen mds detalladamente en los Experimentos no limitativos que se dan a continuacion ciertos aspectos de
la presente invencion.
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Experimento 1
Procedimientos Experimentales
Preparacion de BODIPY aminoacetaldehido

El sustrato para aldehido deshidrogenasa es preparado como BODIPY aminoacetal y liofilizado en partes alicuotas
de 0,5 micromoles. Estas preparaciones son estables indefinidamente al estar en almacenamiento a -20°C. El acetal
es entonces solubilizado en DMSO (DMSO = sulféxido de dimetilo) hasta una concentracion final de 5 mM. Se ha
comprobado que esta solucién es estable a 4°C por espacio de un periodo de tiempo de hasta 1 semana. Para convertir
el acetal en un acetaldehido, partes alicuotas de esta solucion son llevadas a una concentracién final de HC1 IN. Bajo
estas condiciones el acetal tiene una vida media de 15 minutos. Tras 2 horas en HCI 1N, la gran mayoria del BODIPY
aminoacetal se ha convertido en BODIPY aminoacetaldehido (BAAA), y es entonces disuelta hasta 200-250 mM en
salina tamponada con fosfato (PBS) de Dulbecco. Este material es afiadido directamente a células preparadas en Medio
de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM) con un 2% de FCS (FCS = suero fetal bovino) a concentraciones que
vande 1 a 5 uM. (Véase también la Fig. 6).

Reactivos anticuerpos

Fueron usados anticuerpos fluorescentes directamente conjugados dirigidos contra CD2 (Leu; FITC), CD3 (Leu4;
PerCP), CD5 (Leul; PE), CD7 (Leu9; FITC), CD10 (CALLA; FITC), CD11b (Leul5; PE), CD14 (Leu M3; PE),
CD19 (Leul2; FITC), CD33 (LeuM9; PE) CD34 (HPCA2; FITC y PE), CD38 (Leul7; PE), CD56 (Leul9; PE) y
HLA-DR (FITC) de la Becton Dickinson Immunocytometry Systems (BDIS; San Jose, CA). Los Anti-CD7 (3Al;
PE) y anti-CD45 (KC56; PE) fueron adquiridos a la Coulter Corporation (Hialeah, FL); anti-CD3 (UCHT1; PE),
anti-CD16 (3GS; PE), anti-CD19 (J4.119; PE) asi como los anticuerpos anti-CD34 combinados (QBEnd10, Immu-
133, Immu-134; PE) de Immunotech, Inc. (Westbrook, ME); anti-CD3 (B-B11; FITC) y CD38 (B-A6; FITC) de la
BioSource International (Camarillo, CA); anti-CD45RA (F8-11-13; PE) de la Southern Biotechnology Associates,
Inc. (Birmingham, AL); y anti-CDw90 (5E10; PE) de la PharMingen, Inc. (San Diego, CA).

Lineas celulares

Células K562, L1210 y L1210/cpa (de la ATCC) fueron mantenidas en suspensién en medios RPMI 1640 suple-
mentados con un 10% de Suero Fetal Bovino (FCS) y S-mercaptoetanol 5 x 107°M.

Preparacion de la Sangre de Cordon Umbilical Humano

Sangre de cordén umbilical (UCB) humano destinada a la eliminacién fue recogida en botellas estériles que con-
tenfan tamp6n de citrato anticoagulante. Las UCB que se usaron en estos estudios fueron procesadas dentro de un
periodo de tiempo de 24 horas a partir del momento de haber sido recolectadas. Las células blancas fueron enriqueci-
das por medio de una aglutinacién de células rojas preliminar donde la UCB fue diluida 1:2 con salina tamponada con
fosfato (PBS) de Dulbecco a temperatura ambiente. Estas células fueron entonces llevadas a una concentracion final
de un 1% de Hespan (DuPont Pharma, Wilmington, DE) y fueron dejadas en reposo por espacio de 1 hora. Las células
blancas de la sangre no aglutinadas fueron recolectadas y las células rojas residuales fueron hemolizadas a 37°C en
NH,CI 0,17M que contenia Tris-HCl 10 mM, pH 7,2, y EDTA 200 mM. Las células recuperadas fueron lavadas en
IMDM que contenia un 2% de FCS, y las células mononucleares son entonces purificadas usando Ficoll-Hypaque
(1,077 g/ml). Al guardarlas durante la noche, las células fueron mantenidas sobre hielo en un recinto refrigerado a 4°C
en IMDM con un 20% de FCS.

Coloracion celular y separacion celular activada por fluorescencia

Las células mononucleares de UCB fueron puestas de nuevo en suspension a razén de 10° células/ml en IMDM que
contenia un 2% de FCS y fueron etiquetas con BAAA 1 uM por espacio de 30 min. Cuando fue usado, el verapamilo
fue incluido a una concentracion de 50 mM. Tras la coloracion, las células fueron lavadas con medios colorantes
helados y fueron mantenidas sobre hielo hasta su andlisis y clasificacion. Las células fueron luego puestas de nuevo
en suspension en medios colorantes con 10 mg/ml de 7-aminoactinomicina D (7AAD) (Molecular Probes; Eugene,
OR). Para que la coloracién con anticuerpos permitiese andlisis de multiples pardmetros, las células fueron puestas
de nuevo en suspensién en medios colorantes (100 ul) y fueron afiadidos directamente anticuerpos a las suspensiones
celulares. Las células fueron incubadas sobre hielo por espacio de 20 min. y fueron luego lavadas de nuevo en medios
colorantes helados. Las células fueron entonces analizadas o clasificadas en un clasificador de células FACSTar Plus
(BDIS) equipado con laseres Coherent I-90 duales + un ldser de argén-colorante. E1 BAAA fue excitado a 488 nm y
las emisiones fueron detectadas usando filtro 515 DF20 en FL1. Las células muertas y moribundas fueron excluidas
sobre la base de su alta emision en la longitud de onda del rojo lejano debido a su absorciéon de 7AAD.

Para los andlisis de los antigenos de superficie celular en las células anteriormente clasificadas sobre la base de
la coloracion con BAAA, las células fueron pelletizadas y puestas de nuevo en suspension en IMDM con un 2% de
FCS. Las células fueron entonces mantenidas a 37°C por espacio de 1-2 horas para permitir el eflujo. Las células
fueron entonces pelletizadas y fueron afiadidos directamente a las células anticuerpos conjugados con fluorescencia.
A continuacion de las incubaciones por espacio de 20 minutos, las células fueron lavadas con PBS/2% de FCS y
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fueron fijadas en formaldehido al 1% en PBS/FCS al 2%. En todos los andlisis de los marcadores superficiales no se
observaron diferencias entre los andlisis con células coloreadas simultdneamente con BAAA y con anticuerpos y los
andlisis llevados a cabo en células clasificadas mediante FACS® que fueron posteriormente coloreadas con anticuerpos.

Ensayos con colonias de progenitoras hematopoyéticas y cultivos a largo plazo

Células ALDH" fueron aisladas directamente a partir de células mononucleares de UCB que habian sido colorea-
das con BAAA. Para estos ensayos, la ALDH" fue definida como el 1% de la puerta de andlisis de linfocitos de la
UCB.

Los ensayos con colonias de progenitoras hematopoyéticas fueron llevados a cabo poniendo en placas de cultivo
100-200 células en MethoCult H4431 que contenia medio agar acondicionado con leucocitos y eritropoyetina humana
recombinante (StemCell Technologies, Inc.). Las células fueron incubadas en una cdmara humidificada a 37°C con un
5% de CO,. Las colonias hematopoyéticas (> 100 células) fueron entonces puntuadas a los 14 a 18 dias tras haber
iniciado los cultivos. Los cultivos a largo plazo fueron mantenidos sobre capas estromales de células MS-5 murinas
(proporcionadas por el Dr. Tadashi Sudo del Kirin Pharmaceutical Research Laboratory, de Gunma, Jap6n) (Issaad,
Blood 81:2916 (1993)). Las células estromales MS-5 fueron sembradas en placas de 24 pocillos (Corning Costar
Corp., Cambridge, MA) a razén de 5 x 10* células/pocillo en DMEM suplementado con un 10% de FCS, y fueron
cultivadas a 37°C. Cuando las monocapas se aproximaron al 80% de confluencia, las mismas fueron irradiadas con
radiacién y desde una fuente de cesio (40 Gy). Tras la irradiacion se aport6 a los cultivos medio nuevo. Para las células
MS-5, el medio de cultivo fue sustituido enteramente por MEMa suplementado con un 10% de FCS, un 10% de suero
equino, S-mercaptoetanol y piruvato. Los cultivos a largo plazo fueron iniciados con 400-2000 células progenitoras
hematopoyéticas/pocillo y fueron mantenidos a 33°C con un 5% de CO,. A intervalos semanales se retiraba la mitad
del medio de cada pocillo para poder rellenar el pocillo con medio. Las células adherentes y no adherentes fueron
recolectadas tras 5 u 8 semanas y cultivadas en placas en ensayos con HPC (HPC = células progenitoras hematopo-
yéticas) como los descritos anteriormente. Como se muestra en el Ejemplo siguiente, escogiendo el 1% con la mayor
luminosidad de las células se obtiene un enriquecimiento de casi 40 veces en células que inician cultivos a largo plazo.
Las preparaciones celulares que fueron recuperadas fueron en hasta un 65% células CD34*, la mayoria de las cuales
eran c€lulas CD34* que en su mayoria eran CD38~/4m CD71-4m,

Resultados
Sintesis de BODIPY acetal

Debido a la inestabilidad inherente de los aldehidos en solucién acuosa, el reactivo se prepara y se almacena en
forma de acetal. Inmediatamente antes de su uso, el acetal es convertido en un aldehido en HCI 1N. El aldehido es
libremente soluble en PBS y puede ser afiadido directamente a las células preparadas en IMDM con un 2% de suero
fetal bovino a razén de 10° células por ml. Como aminoacetaldehido, el reactivo es membrano-permeable; si bien en
presencia de la aldehido deshidrogenasa (ALDH), la mitad aldehido es convertida en una 4cido carboxilico que es
retenido en la célula. La fluorescencia intracelular puede ser usada para seleccionar las células.

El BAAA es un Sustrato Especifico para ALDH

Para analizar si el BAAA permitiria la seleccién especifica de células ALDH", los estudios determinaron inicial-
mente una dosis de respuesta optima para el reactivo BAAA en una linea celular murina previamente seleccionada por
la resistencia a la ciclofosfamida, la L1210/cpa, de la que se sabe que es ALDH* (Fig. 1). La linea celular parental,
L1210 (Figs. 1Ay 1B), es sensible a la ciclofosfamida y ALDH™. Esta linea celular presentaba en esencia ausencia de
respuesta al BAAA. Adicionalmente se us6 un potente inhibidor de la ALDH, que era el dietilbenzaldehido (DEAB),
para demostrar la especificidad de la sefial de BAAA. Un exceso molar de 10 veces de DEAB bloqueé totalmente
la respuesta fluorescente (Fig. 1C). Por consiguiente, el BAAA fue capaz de detectar las células ALDH*. En estos
estudios, el BAAA pudo ser usado a una concentracion final tan baja como la de 5 uM. Esta concentracién molar es
10 veces mas baja que la usada con el reactivo dansilado.

Existe una pluralidad de distintas isoenzimas ALDH, y las mismas pueden presentar distintas capacidades para
convertir el BAAA. Se ha sugerido que la resistencia a la ciclofosfamida es primariamente mediada por una isoenzima
ALDH especifica, que es la ALDHI1. Por consiguiente, fue sometida a ensayo con este nuevo reactivo una linea
celular humana que es la K562, de la que se sabe que expresa ALDHI. Las células K562 convertian el BAAA y eran
positivas para ALDH en estos ensayos. Esta respuesta era enteramente inhibida por el DEAB. Asi, el BAAA puede
servir de sustrato especifico para la ALDH1 humana y puede ser usado para identificar células humanas primarias que
demuestren tener resistencia a la ciclofosfamida.

Las preparaciones de células primarias de UCB contienen subconjuntos de células ALDH™

Habiendo demostrado la eficacia de este reactivo en lineas celulares continuas, el BAAA fue sometido a ensayo
con células humanas primarias. Fue elegida la Sangre del Cordén Umbilical (UCB) por su creciente promesa como
fuente de células madre hematopoyéticas trasplantables. Para estos estudios, la UCB estaba no fraccionada, excepto
por haber sido preparada para células mononucleares con Ficoll-Hypaque. Esta separacion es significante por cuanto
que son retirados dos tipos de células ALDH* maduras, que son los eritrocitos y los megacariocitos. E1l BAAA fue
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sometido a ensayo con células de UCB preparadas en IMDM con un 2% de FCS a razén de 10° células/ml (Fig. 2). Las
células de UCB eran muy respondedoras al reactivo BODIPY, y parecian ser mucho mds sensibles de lo que habian
sido las lineas celulares continuas. El BAAA fue por consiguiente titrado hasta una concentracién éptima de 1 uM.
Esta era la mejor concentracion para resolver las subpoblaciones ALDH™. La respuesta era inhibida en presencia de
un exceso de DEAB, y era por consiguiente especifica para ALDH. Esta concentracién molar es 50 veces mds baja
que la concentraciéon de dansilo aminoacetaldehido que habia sido anteriormente usada para detectar células madre
hematopoyéticas pluripotentes murinas.

La emision de fluorescencia desde células de UCB coloreadas con BAAA presentd una respuesta bimodal. El
pico mads brillante de emisién de fluorescencia fue atribuido a los monocitos maduros, sugiriendo que los monoci-
tos expresan un nivel uniforme de ALDH. Las células madre hematopoyéticas son células pequefias no complejas.
Efectivamente, las PHSC ALDH" murinas fueron primeramente enriquecidas usando elutriacién en contracorriente.
Por consiguiente, la seiial de BODIPY fue examinada solamente en células no complejas que presentaban una baja
dispersion ortogonal inherente de la luz (SSC") (Fig. 3A). La mayoria de las células de UCB SSC" eran ALDH"#/dim
(Fig. 1B). Esto no era inesperado puesto que las células de SSC son predominantemente linfocitos, y la mayoria de
los linfocitos no expresan ALDH. Sin embargo, una pequefia subpoblacién claramente definida de las células de UCB
SSCP era ALDH" (Fig. 3A).

El BODIPY aminoacetato es un sustrato para la Bomba de eflujo de MDR

Ademds de expresar ALDH, las PHSC deberian también expresar altos niveles de la P-glicoproteina o bomba de
eflujo de multirresistencia a farmacos (MDR). Puesto que este reactivo nunca habia sido anteriormente caracterizado,
fue sometida a ensayo la susceptibilidad del BAAA al eflujo de MDR. A pesar de que el BODIPY aminoacetalde-
hido pasa a través de la membrana celular sin transporte activo, el producto de la conversiéon con ALDH (BODIPY
aminoacetato) bien podria ser un sustrato para la bomba de MDR. Para investigar esta posibilidad, células de UCB
fueron coloreadas con BAAA en presencia de verapamilo 50 uM, que es un inhibidor competitivo de la bomba de
eflujo de MDR. Las células tratadas con verapamilo presentaron una fluorescencia coherentemente mas alta en com-
paracion con las células coloreadas con BAAA que no habian sido tratadas simultdneamente con verapamilo (Fig. 2).
Una poblacién sustancial de células ALDH®™ fue afectada por el tratamiento con verapamilo. Lo mds importante era
que el porcentaje de células ALDH™ aumentaba en 1,8 veces en presencia de verapamilo. En las células tratadas con
verapamilo, la subpoblacién ALDH™ era equivalente a un 0,8 + % de las células de SSC. En contraste con ello, en las
preparaciones celulares que no recibieron verapamilo la misma intensidad de fluorescencia representaba solamente un
0,46 + % de las células de SSC®. Esto indicaba que las células de UCB SSC" ALDH" retienen el BAAA convertido
mads eficazmente si es inhibida la actividad de eflujo de la bomba de MDR.

Las células de UCB SSC"° ALDH" son altamente enriquecidas en células CD34* primitivas

Con tratamiento con verapamilo, las células de UCB SSC'* ALDH" contenian casi un 90% de células CD34*, lo
que indicaba que estdn presentes al menos algunas progenitoras hematopoyéticas (Fig. 3D). Sin embargo, el CD34
es expresado por una amplia gama de progenitoras hematopoyéticas que incluye células comprometidas al linaje, asi
como progenitoras pluripotentes. Por consiguiente, fue analizado el potencial de desarrollo de las células de UCB
SSC* ALDH". Inicialmente fue mas cuidadosamente definido el inmunofenotipo de estas células. El inmunofenotipo
no seria en modo alguno concluyente; si bien el primitivismo de la poblacion celular podia inferirse examinando dos
marcadores de activacién que van tipicamente asociados a la diferenciacién de células primitivas a células hematopo-
yéticas mas comprometidas al linaje, como son las CD38 y CD71. Los subconjuntos mds primitivos de células CD34*
tienen de poca a ninguna expresion de los antigenos de activaciéon CD38 o CD71. En las preparaciones de células de
UCB con BAAA y con anticuerpos especificos para CD34 y CD38, las células de UCB SSC' ALDH™ proporcionaron
un enriquecimiento en un solo paso en células CD34" CD38%™ esencialmente purificadas. Ademds, cuando las células
de UCB CD34* fueron examinadas independientemente, la expresién de ALDH era inversamente proporcional a la
expresion tanto de CD38 como de CD71 (Fig. 4A y 4B). Asf, las células de UCB SSC" ALDH® parecen contener las
células CD34 primitivas como las definidas por el inmunofenotipo.

Para someter a ensayo el potencial de desarrollo de las células de UCB SSC" ALDH"™, estas células fueron aisladas
y puestas en ensayos tanto a corto plazo como a largo plazo para progenitoras mieloeritroides. El ensayo a corto plazo
que se usé, que era el ensayo de colonias de progenitoras hematopoyéticas (HPCA), cuantifica las células comprome-
tidas al linaje en el punto en el tiempo del aislamiento inicial. Fueron también sometidas a ensayo progenitoras mds
primitivas manteniendo las células de UCB SSC" ALDH™ sobre estroma por espacio de 5 u 8 semanas antes de llevar
a cabo el HPCA (Fig. 5).
Resultados

HPCA-ALDH" SSC" esencialmente equivalente a las células CD34*.

LTC-5 sem-ALDH" SSCP esencialmente equivalente a las células CD34".

LTC-8 sem-ALDH" SSC" sobrepasa el rendimiento de células CD34".
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Experimento 2

Se ha demostrado que las células de UCB ALDH" son predominantemente CD34*CD387/!° y estdn altamente
enriquecidas en progenitoras mieloides iniciales. El presente estudio fue llevado a cabo para determinar si las células
de UCB CD34* ALDH"™ eran asimismo enriquecidas en progenitoras linfoides. En 3 experimentos se establecieron
cultivos de células de UCB CD34" ALDH™ sobre células estromales AFT024 en presencia de ligando Kit, ligando
Flt3, IL-3 (s6lo el 1°" dia), IL-2 e IL-7 en varias diluciones. Después de 7-8 semanas, los cultivos fueron analizados
para determinar el crecimiento de linfocitos segiin determina la expresiéon de CD56, CD10, CD19 o CD20.

Tabla |

células total pocillos [pocillos con células | pocillos linfocito’
ALDH"/pocillo iniciados viables

1000 6 5 5

250 16 12 12

62 48 40 40

16 48 34 34

10 24 20 17

Los cultivos de AFT024 primariamente favorecieron el crecimiento de presuntas células NK, por lo que para so-
meter mas eficazmente a ensayo si las células de UCB CD34* ALDH" contenian progenitoras B-linfoides, las mismas
fueron cultivadas sobre la linea celular estromal W20 suplementada con la misma combinacién de citoquinas. De 12
cultivos establecidos con 100 células CD34~ ALDH"™, todos produjeron células CD56~ y CD10~ en proporciones casi
equivalentes. 2 de los 12 pocillos también contenian células CD19*.

En resumen, la poblacién de células de UCB CD34* ALDH"™ parece estar altamente enriquecida en progenitoras
hematopoyéticas tanto mieloides como linfoides.

A la luz de la lectura de esta exposicién un experto en la materia apreciard que pueden hacerse varios cambios en
la forma y en el detalle.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula

que es BODIPY aminoacetaldehido dietil acetal.
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Usando un vial de ambar, wna solucion d¢ suminorcetaldehido dietilacetal (0,019 noneles,
Aldrich Chemical Col) ¢n tetrahidrotfurano seco (THFE, 05 mil) fue nitadicdn gota 1 gota 4 una
svlucion de BODIPY [L, SE (0,013 mmmoles, Melecular Probes) en THE seco (0,5 mill). Una vee
concluids Ia adicioun, ¢l vial fue 1appado y Ia mezcla de reaccion fue agitads por espacio de 30
min. El THF fue evaporado y ¢l residuoe fue disuclto on cloruro de mcetilene minimeoe y fue Jucgo
cromatografinde en gel de silice usaadoe acctate de elilo - hexano (L:1) como cluyente. EN
producio, BODIPY-aminoacetaldchido dietilacetal, fue recuperado en rendimienio cuantita-
1ive c identificado medianic NNMR protdnica.
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