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DESCRIPCION
Marcadores de las células madre de la leucemia mieloide aguda
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] La investigacidn basica del cadncer se ha centrado en identificar los cambios genéticos que conducen al cancer.
Ello ha permitido importantes avances en nuestra comprension de las vias moleculares y bioquimicas que intervienen en
la tumorigénesis y la transformacién maligna. Sin embargo, nuestra comprensién de la biologia celular se ha quedado
atras. Aunque pueden predecirse los efectos de determinadas mutaciones en la proliferacién y supervivencia de células
modelo, como fibroblastos o lineas celulares, los efectos de tales mutaciones en las células reales implicadas en canceres
especificos son, en gran medida, conjeturas.

[0002] Un tumor puede verse como un érgano aberrante iniciado por una célula cancerosa tumorigénica que adquirié la
capacidad de proliferacién indefinida a través de mutaciones acumuladas. Esta visién del tumor como un érgano anormal
permite aplicar los principios de la biologia de las células madre normales para comprender mejor cémo se desarrollan
los tumores. Muchas observaciones sugieren que las analogias entre las células madre normales y las tumorigénicas son
apropiadas. Tanto las células madre normales como las tumorigénicas tienen un amplio potencial proliferativo y la
capacidad de dar lugar a nuevos tejidos (normales o anormales). Tanto los tumores como los tejidos normales estan
compuestos por combinaciones heterogéneas de células, con diferentes caracteristicas fenotipicas y distintos potenciales
proliferativos.

[0003] Dado que la mayoria de los tumores tienen un origen clonal, la célula cancerosa tumorigénica original da lugar a
una progenie fenotipicamente diversa, que incluye células cancerosas con un potencial proliferativo indefinido, asi como
células cancerosas con un potencial proliferativo limitado o nulo. Esto sugiere que las células cancerosas tumorigénicas
experimentan procesos analogos a la autorrenovacién y diferenciacién de las células madre normales. Las células
tumorigénicas pueden considerarse células madre cancerigenas que experimentan un proceso de organogénesis
aberrante y mal regulado, analogo al de las células madre normales. Aunque parte de la heterogeneidad de los tumores
surge como resultado de la mutagénesis continua, es probable que la heterogeneidad también surja a través de la
diferenciacién aberrante de las células cancerosas.

[0004] Esta bien documentado que muchos tipos de tumores contienen células cancerosas con fenotipos heterogéneos,
que reflejan aspectos de la diferenciacién que se produce normalmente en los tejidos de los que surgen los tumores. La
expresion variable de marcadores de diferenciacién normal por parte de las células cancerosas de un tumor sugiere que
parte de la heterogeneidad de los tumores surge como resultado de la diferenciacién anémala de las células tumorales.
Ejemplos de ello son la expresién variable de marcadores mieloides en la leucemia mieloide crénica, la expresién variable
de marcadores neuronales en los tumores neurectodérmicos periféricos y la expresién variable de proteinas lacteas o del
receptor de estrégenos en el cancer de mama.

[0005] Primero se documentd ampliamente en el caso de la leucemia y el mieloma miultiple que sélo un pequefio
subconjunto de células cancerosas es capaz de proliferar ampliamente. Dado que las diferencias de clonogenicidad entre
las células leucémicas reflejaban las diferencias de clonogenicidad entre las células hematopoyéticas normales, las
células leucémicas clonogénicas se describieron como células madre leucémicas. También se ha demostrado en el caso
de los canceres sélidos que las células son fenotipicamente heterogéneas y que sélo una pequefia proporcién de células
son clonogénicas en cultivo e in vivo. Al igual que en el contexto de las células madre leucémicas, estas observaciones
condujeron a la hipétesis de que sélo unas pocas células cancerosas son realmente tumorigénicas y que estas células
tumorigénicas actdan como células madre cancerigenas

[0006] En apoyo de esta hipdtesis, estudios recientes han demostrado que, de forma similar a la leucemia y otras
neoplasias hematolégicas, las poblaciones tumorigénicas y no tumorigénicas de células de cédncer de mama pueden
aislarse en funcién de su expresién de marcadores de superficie celular. En muchos casos de cancer de mama, sélo una
pequefia subpoblacién de células tenia capacidad para formar nuevos tumores. Este trabajo apoya firmemente la
existencia de CSC en el cancer de mama. En las neoplasias malignas del sistema nervioso central (CNS) se han
encontrado mas pruebas de la existencia de células madre cancerosas en los tumores sélidos. Utilizando técnicas de
cultivo similares a las empleadas para cultivar células madre neuronales normales se ha demostrado que las neoplasias
neuronales del CNS contienen una pequefia poblacién de células cancerosas que son clonogénicas in vitro e inician
tumores in vivo, mientras que el resto de células del tumor no tienen estas propiedades.

[0007] Las células madre se definen como células que tienen la capacidad de perpetuarse a través de la autorrenovacién
y de generar células maduras de un tejido particular a través de la diferenciaciéon. En la mayoria de los tejidos, las células
madre son escasas. En consecuencia, las células madre deben identificarse de forma prospectiva y purificarse
cuidadosamente para estudiar sus propiedades. Quiza la propiedad mas importante y Util de las células madre sea la de
autorrenovacién. Gracias a esta propiedad, se pueden encontrar sorprendentes paralelismos entre las células madre y
las células cancerosas: los tumores pueden originarse a menudo a partir de la transformacién de células madre normales,
vias de sefializacidén similares pueden regular la autorrenovacién en células madre y células cancerosas, y los cdnceres
pueden comprender células raras con un potencial indefinido de autorrenovaciéon que impulsan la tumorigénesis.
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[0008] La presencia de células madre cancerigenas tiene profundas implicaciones para la terapia del cancer. En la
actualidad, todas las células cancerosas fenotipicamente diversas de un tumor se tratan como si tuvieran un potencial
proliferativo ilimitado y pudieran adquirir la capacidad de metastatizar. Sin embargo, durante muchos afios se ha
reconocido que pueden detectarse pequefias cantidades de células cancerosas diseminadas en lugares distantes de los
tumores primarios en pacientes que nunca manifiestan enfermedad metastasica. Una posibilidad es que la vigilancia
inmunitaria sea muy eficaz para eliminar las células cancerosas diseminadas antes de que puedan formar un tumor
detectable. Otra posibilidad es que la mayoria de las células cancerosas carezcan de la capacidad de formar un nuevo
tumor, de modo que sélo la diseminacidén de células madre cancerosas poco frecuentes puede conducir a la enfermedad
metastasica. Si es asi, el objetivo de la terapia debe ser identificar y eliminar esta poblacién de células madre cancerosas.

[0009] La identificacién y el aislamiento prospectivos de las células madre cancerosas permitiran una identificacién mas
eficaz de los marcadores de diagnéstico y de las dianas terapéuticas expresadas por las células madre. Las terapias
existentes se han desarrollado en gran medida contra la poblacién masiva de células tumorales, ya que las terapias se
identifican por su capacidad para reducir la masa tumoral. Sin embargo, dado que la mayoria de las células de un cancer
tienen un potencial proliferativo limitado, la capacidad de reducir el tamafio de un tumor refleja principalmente la capacidad
de eliminar estas células. Las terapias dirigidas mas especificamente contra las células madre del cancer pueden dar
lugar a respuestas mas duraderas y a la curacién de tumores metastasicos.

[0010] La hematopoyesis procede a través de una jerarquia de desarrollo organizada iniciada por las células madre
hematopoyéticas (HSC) que dan lugar a progenitores progresivamente mas comprometidos y, finalmente, a células
sanguineas terminalmente diferenciadas (Bryder et al., 2006). Aunque el concepto de HSC no era nuevo, no fue hasta
1988 cuando se demostrd que esta poblacién podia aislarse prospectivamente de la médula ésea de ratones basadndose
en marcadores de superficie celular mediante la clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS) (Spangrude et al.,
1988). Desde entonces, el inmunofenotipo de superficie de las HSC de ratdn se ha ido refinando cada vez mas, de forma
que las HSC funcionales pueden aislarse con una sensibilidad exquisita, lo que da como resultado una pureza de 1 en
1,3 células (Kiel et al., 2005). Mientras que nuestra capacidad para aislar prospectivamente las HSC de ratén ha mejorado
espectacularmente en los Ultimos 20 afios, nuestra comprension de los acontecimientos mas tempranos en el sistema
hematopoyético humano va muy a la zaga.

[0011] Las células madre cancerosas se analizan, por ejemplo, en Pardal et al. (2003) Nat Rev Cancer 3, 895-902; Reya
et al. (2001) Nature 414, 105-11; Bonnet & Dick (1997) Nat Med 3, 730-7; Al-Hajj et al. (2003) Proc Natl Acad Sci U S A
100, 3983-8; Dontu et al. (2004) Breast Cancer Res 6, R605-15; Singh et al. (2004) Nature 432, 396-401.

[0012] El documento US 2004/213792 describe un método para inhibir la activacidn celular por el factor de crecimiento-1
similar a la insulina. Jamieson et al. (2005) American Society of Hematology 106:911A informa de que el aumento de la
expresion de CD47 es un marcador constante en las leucemias mieloides humanas y de ratén. Gardai et al. (2005) Cell
123:321-334 informa de que la calreticulina de la superficie celular inicia la eliminacién de células apoptéticas viables
mediante la transactivacién de la PRL en el fagocito. Oldenborg et al. (2001) The Journal of Experimental Medicine
193(7):855-861 informa de que CD47-SIRPa regula la fagocitosis mediada por Fc-gamma y el receptor del complemento.

[0013] La identificacién de una jerarquia de progenitores hematopoyéticos multipotentes en la sangre del cordén umbilical
humano, incluidas las células progenitoras multipotentes, puede encontrarse en Majeti et al. (2007) Cell Stem Cell
1(6):635-45, que describe marcadores que identifican a los progenitores multipotentes.

RESUMEN DE LA INVENCION
[0014] La invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

[0015] Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano (o
animal) mediante terapia (o para diagnostico).

[0016] La invencién proporciona un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47 que bloquea la interaccién de CD47 con
SIRPq, para su uso en el tratamiento de una afeccién preleucémica mediante la inhibicién del injerto de células madre
leucémicas (LSC) de AML, en el que el bloqueo de la interaccién de CD47 con SIRPa estimula la fagocitosis de LSC de
AML por macréfagos. En algunas realizaciones, la afecciéon preleucémica es un sindrome mielodisplasico (SMD) o un
trastorno mieloproliferativo (TMP).

[0017] En el presente documento se describen marcadores de células madre de leucemia mieloide aguda (AMLSC). Los
marcadores son polinucleétidos o polipéptidos que se expresan diferencialmente en las AMLSC en comparacién con las
células homélogas normales. Los usos de los marcadores incluyen su utilizacién como dianas para anticuerpos o ligandos
terapéuticos; como dianas para el desarrollo de farmacos, y para la identificacién o seleccién de poblaciones de células
AMLSC.

[0018] Los marcadores AMLSC son Utiles como dianas de anticuerpos monoclonales terapéuticos para el tratamiento de
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pacientes con leucemia mieloide aguda de novo, recidivante o refractaria. Dichos anticuerpos monoclonales también son
utiles en el tratamiento de afecciones preleucémicas, como los sindromes mielodisplasicos (SMD) y los trastornos
mieloproliferativos (TMP), entre los que se incluyen: la leucemia mielégena crénica, la policitemia vera, la trombocitosis
esencial, la mielofibrosis agnogénica y la metaplasia mieloide, entre otros. Los anticuerpos incluyen anticuerpos libres y
fragmentos de unidén a antigenos derivados de los mismos, y conjugados, p. €j., anticuerpos pegilados, conjugados de
farmacos, radioisétopos o toxinas, y similares.

[0019] En algunos aspectos, las combinaciones de anticuerpos monoclonales se utilizan en el tratamiento de afecciones
preleucémicas. En una realizacién, un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47, por ejemplo un anticuerpo que bloquea
la interaccion de CD47 con SIRPa, se combina con anticuerpos monoclonales dirigidos contra uno o més marcadores
adicionales de AMLSC, p. ej., CD96, CD97, CD99, CD180, PTHR2, HAVCR2 (también denominado TIM3), y similares,
cuyas composiciones pueden ser sinérgicas en la mejora de la fagocitosis y la eliminacién de LSC de AML en comparacioén
con el uso de anticuerpos individuales.

[0020] Los marcadores AMLSC son Utiles como dianas de anticuerpos monoclonales para su uso en la purga ex vivo de
productos de células madre autblogas (sangre periférica movilizada o médula 6sea) para su uso en trasplante autélogo
para pacientes con leucemia mieloide aguda o las condiciones preleucémicas descritas anteriormente. Las combinaciones
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas de superficie celular especificas de las LSC de AML, como
se ha descrito anteriormente, pueden ser sinérgicas en la eliminacién de las LSC.

[0021] Los marcadores AMLSC son Utiles en aplicaciones de diagnéstico clinico incluyendo, sin limitacién, el diagnéstico
primario de AML o condiciones pre-leucémicas a partir de muestras de sangre y/o médula 6sea, evaluacién de la
afectacion leucémica de los fluidos cerebroespinales y otros fluidos corporales, monitorizacién de la progresién de la
enfermedad a intervalos, y monitorizacién del estado de enfermedad residual minima.

[0022] Como alternativa a los anticuerpos monoclonales, los ligandos de los marcadores de las AMLSC, ya sea como
agentes Unicos 0 en combinacion, pueden usarse para dirigirlos en la AML o en las condiciones preleucémicas descritas
anteriormente. Los ligandos pueden ser libres o conjugados, para administracién directa a pacientes o para purga ex vivo
de productos de células madre autélogas. Algunas moléculas especificas y sus ligandos incluyen, sin limitacion, la proteina
de fusidén CD155-Fc¢ que se une a CD96; TIP39 que se une a PTHR2; Galectina-9 que se une a HAVCR2.

[0023] Las células AMLSC pueden aislarse o identificarse prospectivamente a partir de muestras de tumores primarios, y
poseen las propiedades Unicas de las células madre cancerosas en ensayos funcionales de autorrenovacién y
diferenciacioén de células madre cancerosas.

[0024] En algunos casos, aqui se describen métodos para la deteccién, clasificacién o estadificacién clinica de leucemias
mieloides agudas segun las células madre presentes en la leucemia, donde un mayor nimero de células madre es
indicativo de un fenotipo de cancer méas agresivo. La estadificacién es (til para el pronéstico y el tratamiento. En algunos
casos, una muestra tumoral se analiza mediante histoquimica, incluyendo inmunohistoquimica, hibridacién in situ y
similares, para detectar la presencia de células CD34*CD38- que expresan uno o mas marcadores AMLSC descritos en
el presente documento. La presencia de tales células indica la presencia de AMLSC.

[0025] En otra instancia, se divulgan métodos para el aislamiento de AMLSC, que comprenden el contacto de una
poblacidén de células candidatas con un reactivo de unién especifico para uno o més de los marcadores AMLSC descritos
aqui, y la selecciéon de células que se han unido al reactivo(s). Las células pueden seleccionarse ademéas como
CD34*CD38". Las células son utiles para la evaluacién experimental y como fuente de productos especificos de linaje y
célula, incluidas especies de ARNm Utiles para identificar genes expresados especificamente en estas células, y como
dianas para el descubrimiento de factores o moléculas que puedan afectarlas. La AMLSC puede utilizarse, por ejemplo,
en un método de cribado de un compuesto para determinar su efecto sobre las células. Esto implica combinar el
compuesto con la poblacién celular de la divulgacién, y luego determinar cualquier efecto modulador resultante del
compuesto. Esto puede incluir el examen de las células para determinar su viabilidad, toxicidad, cambios metabélicos o
un efecto sobre la funcién celular. El fenotipo de AMLSC aqui descrito proporciona un medio para predecir la progresién
de la enfermedad, la recaida y el desarrollo de resistencia a los farmacos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0026]

Figura 1: Expresién génica diferencial entre el LSC de AML y el HSC y el MPP de la médula 6sea
normal (A) Mapas de calor que muestran los genes con una expresién diferencial de al menos 2 veces
entre el HSC de la médula 6sea (n=4) y el LSC de AML (n=9) o el MPP de la médula 6sea (n=4) y el
LSC de AML (n=9). La expresidn relativa a la mediana se indica para los genes con p<0,05 y un FDR
del 5%. (B) Lista seleccionada de proteinas transmembrana cuya expresidén es al menos 2 veces mayor
en las LSC de AML que en las HSC de MPP. NS: no significativo.

Figura 2. CD47 se expresa en mayor medida en las LSC de AML. Se examind la expresién de CD47 en
las HSC y LSC de AML de sangre periférica movilizada (MPB) mediante citometria de flujo. (A) Graficos
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representativos de citometria de flujo que indican la expresién de CD47 en relacién con un control de
isotipo. (B) Resumen de la expresiéon de CD47 en todas las muestras analizadas, con las medias
indicadas.

Figura 3: El Anticuerpo Anti-CD47 Estimula In Vitro la Fagocitosis Macrofagica de las LSC Primarias
de AML Humana. Las LSC de AML se purificaron mediante FACS a partir de dos muestras primarias
de AML humana, se marcaron con el colorante fluorescente CFSE y se incubaron con macréfagos
derivados de médula ésea de ratdn en presencia de un control del isotipo (A) o de un anticuerpo anti-
CD47 (B). Estas células se evaluaron mediante microscopia de inmunofluorescencia para detectar la
presencia de LSC marcadas con fluorescencia dentro de los macréfagos. (C) El indice fagocitico se
determind para cada condicién calculando el nUmero de células ingeridas por cada 100 macréfagos.
Figura 4. El anticuerpo anti-CD47 estimula in vitro la fagocitosis macrofagica de LSC primarias humanas
de AML. Las LSC de AML se purificaron mediante FACS a partir de dos muestras primarias de AML
humana y se marcaron con el colorante fluorescente CFSE. Estas células se incubaron con macréfagos
derivados de médula 6sea de ratén, bien en presencia de un control de isotipo coincidente (izquierda)
o de un anticuerpo anti-CD47 (derecha). Se recogieron los macréfagos, se tifieron con un anticuerpo
anti-macréfago de ratén marcado con fluorescencia y se analizaron mediante citometria de flujo. Los
eventos doblemente positivos mMac+CFSE+ identifican macréfagos que han fagocitado LSC marcadas
con CFSE. (A B) dos muestras primarias independientes de LSC de AML.

Figura 5. El anticuerpo anti-CD47 inhibe el injerto in vivo de AML humana primaria. Dos muestras
primarias de AML humana fueron no tratadas (control, n=3) o recubiertas con anticuerpo anti-CD47
humano (anti-CD47, n=6) antes del trasplante en ratones NOG recién nacidos. 13 semanas después,
se sacrificd a los ratones y se analizé la médula ésea para detectar la presencia de células leucémicas
mieloides CD45+CD33+ humanas mediante citometria de flujo.

Figura 6A-B: Expresion de CD99 en las LSC de AML en comparaciéon con las HSC normales. Se
examind la expresiéon de CD99 en varias muestras de HSC de médula 6sea humana normal (n=3) y de
LSC de AML humana de novo (n=7). Se muestran histogramas representativos de la expresién de CD99
en HSC y LSC (izquierda) y resumen de la intensidad de fluorescencia media normalizada (MFI) de
todos los especimenes (derecha). La expresién media de CD99 aumenté 5,6 veces en las LSC de AML
en comparacién con las HSC (p=0,05).

Figura 7A-B: Expresion de CD97 en las LSC de AML en comparaciéon con las HSC normales. Se
examind la expresiéon de CD97 en varias muestras de HSC de médula 6sea humana normal (n=3) y de
LSC de AML humana de novo (n=7). Se muestran histogramas representativos de la expresién de CD97
en HSC y LSC (izquierda) y resumen de la intensidad de fluorescencia media normalizada (MFI) de
todos los especimenes (derecha). La expresién media de CD97 aumenté 7,9 veces en las LSC de AML
en comparacién con las HSC (p=0,03).

Figura 8A-B: Expresion de CD180 en las LSC de AML en comparaciéon con las HSC normales. Se
examind la expresién de CD180 en varias muestras de HSC de médula 6sea humana normal (n=3) y
de LSC de AML humana de novo (n=7). Se muestran histogramas representativos de la expresién de
CD180 en HSC y LSC (izquierda) y resumen de la intensidad de fluorescencia media normalizada (MFI)
de todos los especimenes (derecha). La expresién media de CD180 aumentd 60 veces en las LSC de
AML en comparacion con las HSC (p=0,20).

Figura 9A-B: Expresién de TIM3 en las LSC de AML en comparacion con las HSC normales. Se examiné
la expresién de TIM3 en varias muestras de HSC de médula ésea humana normal (n=3) y de LSC de
AML humana de novo (n=14). Se muestran histogramas representativos de la expresién de TIM3 en
HSC y LSC (izquierda) y resumen de la intensidad de fluorescencia media normalizada (MFI) de todos
los especimenes (derecha). La expresién media de TIM3 aument6é 9 veces en las LSC de AML en
comparacién con las HSC (p=0,01).

Figura 10: Expresién de PTH2R en LSC de AML en comparacién con HSC normales. Se examind la
expresion de PTH2R en varias muestras de HSC de médula ésea humana normal (n=3) y de LSC de
AML humana de novo (n=9). La expresién se determin6é mediante qRT-PCR y se expresa en relacién
con beta-actina como control. La expresién media de PTH2R aumenté 21 veces en las LSC de AML en
comparacién con las HSC (p<0,001).

DESCRIPCION DETALLADA

[0027] La presente divulgacién identifica polinucleétidos, asi como polipéptidos codificados por los mismos, que se
expresan diferencialmente en células madre de leucemia mieloide aguda (AMLSC). Se proporcionan métodos en los que
estos polinucleétidos y polipéptidos, que pueden denominarse colectivamente marcadores AMLSC, se utilizan para
detectar, evaluar y reducir el crecimiento de células cancerosas. Los métodos pueden utilizar uno o una combinacién de
marcadores, donde una combinacién puede incluir 2, 3 o méas marcadores, y en algunos casos incluird CD47 en
combinacién con 1, 2 o mas marcadores. Los marcadores divulgados encuentran uso en la prevencién, tratamiento,
deteccién o investigacién de condiciones leucémicas y pre-leucémicas.

[0028] Los marcadores de la divulgacion, en algunos casos, se expresan en la superficie de las células AMLSC. En

algunos casos, los marcadores se expresan a un nivel al menos 2 veces superior al nivel de expresién de una célula
homdéloga no transformada, p. ej., una célula madre hematopoyética humana y/o una célula progenitora multipotente
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hematopoyética humana, donde la expresion puede determinarse como el nivel de transcripcion, la acumulacién de ARNm
y/o la acumulacién de proteinas. En otros casos, los marcadores se expresan a un nivel al menos 3X, al menos 4X, al
menos 5X, al menos 10X, al menos 20X o mayor, que el nivel de expresién de una célula homéloga no transformada.

[0029] En el presente documento se describen métodos para utilizar los marcadores descritos en el presente documento
en el diagnéstico del cancer, la clasificacion y el tratamiento de condiciones leucémicas y preleucémicas de acuerdo con
los perfiles de expresidn. Los métodos son Utiles para detectar AMLSC, facilitar el diagnéstico de AML y la gravedad del
cancer (p. ej., grado tumoral, carga tumoral y similares) en un sujeto, facilitar la determinacién del pronéstico de un sujeto
y evaluar la capacidad de respuesta del sujeto a la terapia. Los métodos de deteccidén de la divulgacién pueden llevarse
a cabo in vitro o in vivo, en células aisladas, o en tejidos enteros o un fluido corporal, p. &j., sangre, muestras de biopsia
de ganglios linfaticos, y similares.

[0030] Tal como se usan aqui, los términos "un gen que se expresa diferencialmente en una célula madre cancerosa" y
"un polinucleétido que se expresa diferencialmente en una célula madre cancerosa”, se usan indistintamente aqui, y
generalmente se refieren a un polinucledtido que representa o corresponde a un gen que se expresa diferencialmente en
una célula madre cancerosa cuando se compara con una célula del mismo tipo celular que no es cancerosa, p. €j., el
ARNmMm se encuentra en niveles al menos aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 50% a aproximadamente
75%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al
menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, o al menos
aproximadamente 50 veces o0 mas, diferentes (p. ej., méas altos o mas bajos). La comparacién puede realizarse entre las
AMLSC vy las células homdlogas normales una célula madre hematopoyética humana (HSC), que incluye sin limitacién
células que tienen el fenotipo Lin-CD34+CD3B-CO0+ g g fenotipo Ln-CD34+CD38-COO+CDASRA- v ng célula progenitora multipotente
hematopoyética humana (MPP), que incluye sin limitacion células que tienen el fenotipo Lin-CD34+CD38-CON0- ¢ g fenotipo b
CD34+CD3B-CD90-CDASRA- - E| término "marcador polipeptidico de una célula madre cancerosa" se refiere a un polipéptido
codificado por un polinucleétido que se expresa diferencialmente en una célula madre cancerosa.

[0031] En algunos casos, se demuestra por citometria de flujo que los marcadores estan presentes en una mayoria de
las AMLSC, cuando se comparan con las HSC o MPP humanas, como se ha definido anteriormente. Tales marcadores
incluyen, sin limitacién, CD47, CD96, CD97 y CD99.

[0032] En otros casos, los marcadores estdn ausentes en HSC o MPP humanas, pero se expresan altamente en AMLSC.
Dichos marcadores incluyen, sin limitacién, los establecidos en la Tabla 1.

[0033] En otros casos, los marcadores se expresan diferencialmente en las AMLSC, en comparacién con las HSC o MPP
humanas. Dichos marcadores incluyen, sin limitacién, los establecidos en la Tabla 1.

[0034] Un polinucleétido o secuencia que corresponde a, o representa un gen significa que al menos una parte de una
secuencia del polinucleétido estd presente en el gen o en el producto génico de acido nucleico (p. ej., ARNm o ADNc).
Un acido nucleico sujeto también puede ser "identificado" por un polinucleétido si el polinucleétido corresponde al gen o
lo representa. Los genes identificados por un polinucleétido pueden tener toda o una parte de la secuencia identificadora
totalmente presente dentro de un exén de una secuencia gendmica del gen, o diferentes porciones de la secuencia del
polinucleétido pueden estar presentes en diferentes exones (p. €j., de forma que la secuencia polinucleotidica contigua
esté presente en un ARNm, ya sea pre o post empalme, que sea un producto de expresién del gen). Una "secuencia
identificadora" es un fragmento minimo de una secuencia de nucleétidos contiguos que identifica o define de forma Unica
una secuencia polinucleotidica o su complemento.

[0035] El polinucleétido puede representar o corresponder a un gen modificado en una célula madre cancerosa (CSC) en
relaciéon con una célula normal. El gen en el CSC puede contener una delecién, insercidn, sustituciéon o translocacién
relativa al polinucleétido y puede tener secuencias reguladoras alteradas, o puede codificar un producto génico variante
de empalme, por ejemplo. El gen del CSC puede modificarse mediante la insercién de un retrovirus endégeno, un
elemento transponible u otro 4cido nucleico natural o no natural.

[0036] Las secuencias de interés incluyen las establecidas en la Tabla 1, que se expresan diferencialmente en las AMLSC
en relacién con las células homoélogas normales.

[0037] También se proporcionan métodos para optimizar la terapia, mediante una primera clasificacién, y basandose en
esa informacién, seleccionar la terapia apropiada, la dosis, la modalidad de tratamiento, etc. que optimiza el diferencial
entre la entrega de un tratamiento antiproliferativo a las células diana indeseables, al tiempo que minimiza la toxicidad
indeseable. El tratamiento se optimiza mediante la seleccién de un tratamiento que minimice la toxicidad indeseable, al
tiempo que proporciona una actividad antiproliferativa eficaz.

[0038] La invencidén encuentra uso en la prevencidn o tratamiento de leucemias mieloides agudas. Las leucemias agudas
son leucemias de progresion rapida caracterizadas por la sustitucién de la médula ésea normal por células blésticas de
un clon surgido de la transformacién maligna de una célula madre hematopoyética. Las leucemias agudas incluyen la
leucemia linfoblastica aguda (ALL) y la leucemia mieldgena aguda (AML). La ALL suele afectar al CNS, mientras que la
leucemia monoblastica aguda afecta a las encias, y la AML a colecciones localizadas en cualquier sitio (sarcomas
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granulociticos o cloromas). La AML es la leucemia aguda més frecuente que afecta a los adultos, y su incidencia aumenta
con la edad. Aunque la AML es una enfermedad relativamente rara en general, que representa aproximadamente el 1,2%
de las muertes por cancer en los Estados Unidos, se prevé que su incidencia aumente a medida que la poblacién envejece.

[0039] Los sintomas de presentacién suelen ser inespecificos (p. ej., fatiga, fiebre, malestar, pérdida de peso) y reflejan
el fracaso de la hematopoyesis normal. La anemia y la trombocitopenia son muy frecuentes (75 a 90%). El recuento de
glébulos blancos puede estar disminuido, normal o aumentado. Las células blasticas suelen encontrarse en el frotis
sanguineo a menos que el recuento de glébulos blancos esté muy disminuido. Los blastos de la ALL pueden distinguirse
de los de la AML mediante estudios histoquimicos, citogenéticos, inmunofenotipicos y de biologia molecular. Ademés de
frotis con las tinciones habituales, transferasa terminal, mieloperoxidasa, negro Sudan B y esterasa especifica e
inespecifica.

[0040] "Diagnéstico”" como se usa aqui generalmente incluye determinacion de la susceptibilidad de un sujeto a una
enfermedad o desorden, determinacién de si un sujeto estd actualmente afectado por una enfermedad o desorden,
prondstico de un sujeto afectado por una enfermedad o desorden (p. ej., identificacion de estados cancerosos, etapas del
cancer, o respuesta del cancer a la terapia), y uso de terametria (p. ej., monitoreo de la condicién de un sujeto para
proveer informacién sobre el efecto o eficacia de la terapia).

[0041] EI término "muestra biolégica" abarca una variedad de tipos de muestras obtenidas de un organismo y que pueden
utilizarse en un ensayo de diagnéstico o de seguimiento. El término abarca la sangre y otras muestras liquidas de origen
bioldgico, muestras de tejidos sélidos, como una muestra de biopsia o cultivos de tejidos o células derivadas de los mismos
y su progenie. El término engloba las muestras que han sido manipuladas de alguna manera tras su obtencién, como por
ejemplo mediante tratamiento con reactivos, solubilizacién o enriquecimiento para determinados componentes. El término
abarca una muestra clinica, y también incluye células en cultivo celular, sobrenadantes celulares, lisados celulares, suero,
plasma, fluidos bioldgicos y muestras de tejido.

[0042] Los términos "tratamiento", "en tratamiento", "tratar" y similares se utilizan aqui para referirse en general a la
obtencidén de un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevencion
total o parcial de una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de estabilizacién parcial
o completa o curacién de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento”, tal como se utiliza
en el presente documento, abarca cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, en particular un ser humano,
e incluye: (a) prevenir la aparicién de la enfermedad o sintoma en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad
o sintoma pero al que aun no se le ha diagnosticado; (b) inhibir el sintoma de la enfermedad, es decir, detener su
desarrollo; o (c) aliviar el sintoma de la enfermedad, es decir, provocar la regresién de la enfermedad o sintoma.

[0043] Los términos "individuo", "sujeto”, "huésped" y "paciente" se utilizan indistintamente en el presente documento y
se refieren a cualquier sujeto mamifero para el que se desea un diagnéstico, tratamiento o terapia, en particular los seres
humanos.

[0044] Una "célula huésped", tal como se utiliza aqui, se refiere a un microorganismo o a una célula eucariota o linea
celular cultivada como entidad unicelular que puede ser, o ha sido, utilizada como receptora de un vector recombinante u
otros polinucledtidos de transferencia, e incluye la progenie de la célula original que ha sido transfectada. Se entiende que
la progenie de una sola célula puede no ser necesariamente completamente idéntica en morfologia o en complemento
gendmico o total de ADN que el progenitor original, debido a una mutacién natural, accidental o deliberada.

[0045] Los términos "cancer", "neoplasia”, "tumor" y "carcinoma" se utilizan indistintamente en el presente documento
para referirse a células que presentan un crecimiento relativamente auténomo, de modo que muestran un fenotipo de
crecimiento aberrante caracterizado por una pérdida significativa del control de la proliferacién celular. En general, las
células de interés para la deteccién o el tratamiento en la presente aplicacidén incluyen células precancerosas (p. €j.,
benignas), malignas, premetastasicas, metastasicas y no metastésicas. La deteccién de células cancerosas reviste
especial interés. El término "normal", utilizado en el contexto de "célula normal", se refiere a una célula de fenotipo no
transformado o que presenta la morfologia de una célula no transformada del tipo de tejido examinado. "Fenotipo
canceroso” se refiere generalmente a cualquiera de una variedad de fenémenos biolégicos que son caracteristicos de
una célula cancerosa, fen6menos que pueden variar con el tipo de céncer. El fenotipo canceroso se identifica
generalmente por anomalias en, por ejemplo, el crecimiento o la proliferacién celular (p. €j., crecimiento o proliferacién
incontrolados), la regulacién del ciclo celular, la movilidad celular, la interaccién célula-célula, o la metéstasis, etc.

[0046] "Diana terapéutica” se refiere a un gen o producto génico que, tras la modulacién de su actividad (p. ej., mediante
la modulacién de la expresion, la actividad bioldgica y similares), puede proporcionar la modulacién del fenotipo canceroso.
Tal y como se utiliza en este documento, "modulacién" se refiere a un aumento o una disminucién del fenémeno indicado
(p- €j., @a modulacidén de una actividad biol6gica se refiere a un aumento de una actividad bioldgica o a una disminucién de
una actividad biolégica).

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

[0047] Leucemia Mielocitica Aguda (AML, Leucemia Mielégena Aguda; Leucemia Mieloide Aguda). En la AML, la
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transformacién maligna y la proliferacién incontrolada de una célula progenitora mieloide anormalmente diferenciada y de
larga vida dan lugar a un elevado numero circulante de formas sanguineas inmaduras y a la sustituciéon de la médula
normal por células malignas. Los sintomas incluyen fatiga, palidez, facil aparicion de hematomas y hemorragias, fiebre e
infeccién; los sintomas de infiltracién leucémica sélo estan presentes en aproximadamente el 5% de los pacientes (a
menudo como manifestaciones cutaneas). El examen del frotis de sangre periférica y de la médula 6sea es diagndstico.
El tratamiento incluye quimioterapia de induccién para lograr la remisién y quimioterapia posremisién (con o sin trasplante
de células madre) para evitar la recaida.

[0048] La AML tiene varios subtipos que se distinguen entre si por su morfologia, inmunofenotipo y citoquimica. Se
describen cinco clases basadas en el tipo celular predominante: mieloide, mieloide-monocitica, monocitica, eritroide y
megacariocitica. La leucemia promielocitica aguda es un subtipo particularmente importante, que representa entre el 10
y el 15% de todos los casos de AML, que afecta a un grupo de edad més joven (mediana de edad: 31 afios) y a un grupo
étnico concreto (hispanos), en el que el paciente suele presentar un trastorno de la coagulacién.

[0049] Las tasas de induccidn de remisidn oscilan entre el 50 y el 85%. Segun los informes, la supervivencia libre de
enfermedad a largo plazo se da en el 20-40% de los pacientes y aumenta hasta el 40-50% en los pacientes mas jévenes
tratados con trasplante de células madre.

[0050] Los factores pronésticos ayudan a determinar el protocolo y la intensidad del tratamiento; los pacientes con
caracteristicas pronésticas muy negativas suelen recibir formas mas intensas de terapia, porque se cree que los beneficios
potenciales justifican el aumento de la toxicidad del tratamiento. El factor pronéstico mas importante es el cariotipo de la
célula leucémica; los cariotipos favorables incluyen t(15;17), 1(8;21) e inv16 (p13;922). Los factores negativos incluyen la
edad avanzada, una fase mielodisplasica precedente, leucemia secundaria, recuento elevado de glébulos blancos y
ausencia de barras de Auer. La clasificacién FAB o de la WHO por si sola no predice la respuesta.

[0051] La terapia inicial intenta inducir la remisién y difiere mas de la ALL en que la AML responde a menos farmacos. El
régimen bésico de induccién incluye citarabina mediante infusién IV continua o dosis altas durante 5 a 7 dias; durante
este tiempo se administra daunorrubicina o idarrubicina |V durante 3 dias. Algunos regimenes incluyen 6-tioguanina,
etopésido, vincristina y prednisona, pero su contribucién no esta clara. El tratamiento suele provocar una mielosupresion
importante, con infeccién o hemorragia; existe una latencia importante antes de la recuperacién de la médula. Durante
este tiempo, es vital una meticulosa atencidn preventiva y de apoyo.

SECUENCIAS POLIPEPTIDICAS Y POLINUCLEOTIDICAS Y ANTICUERPOS

[0052] Aqui se divulgan polinucleétidos y polipéptidos que representan genes que se expresan diferencialmente en las
AMLSC humanas. Estos polinucleétidos, polipéptidos y fragmentos de los mismos tienen usos que incluyen, pero no se
limitan a, sondas y cebadores de diagnéstico como materiales de partida para sondas y cebadores, como inmundgenos
para anticuerpos Utiles en el diagnéstico y terapia del cancer, y similares como se discute en el presente documento.

[0053] Las composiciones de acido nucleico incluyen fragmentos y cebadores, y tienen al menos unos 15 pb de longitud,
al menos unos 30 pb de longitud, al menos unos 50 pb de longitud, al menos unos 100 pb, al menos unos 200 pb de
longitud, al menos unos 300 pb de longitud, al menos unos 500 pb de longitud, al menos unos 800 pb de longitud, al
menos unos 1 kb de longitud, al menos unos 2,0 kb de longitud, al menos unos 5 kb de longitud, al menos unos 10 kb de
longitud, al menos unos 50 kb de longitud y normalmente tienen menos de unos 200 pb de longitud.0 kb de longitud, al
menos 3,0 kb de longitud, al menos 5 kb de longitud, al menos 10 kb de longitud, al menos 50 kb de longitud y normalmente
menos de 200 kb de longitud. En algunos casos, un fragmento de un polinucleétido es la secuencia codificante de un
polinucleétido. También se incluyen variantes o variantes degeneradas de una secuencia proporcionada en el presente
documento. En general, las variantes de un polinucledtido proporcionadas en el presente documento tienen un fragmento
de identidad de secuencia que es mayor que al menos aproximadamente el 65%, mayor que al menos aproximadamente
el 70%, mayor que al menos aproximadamente el 75%, mayor que al menos aproximadamente el 80%, mayor que al
menos aproximadamente el 85%, o mayor que al menos aproximadamente el 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas
(es decir.es decir, 100%) en comparacién con un fragmento de tamafio idéntico de una secuencia proporcionada, segun
lo determinado por el algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman implementado en el programa MPSRCH
(Oxford Molecular). Los acidos nucleicos que tienen similitud de secuencia pueden detectarse por hibridacién en
condiciones de baja rigurosidad, por ejemplo, a 50° C. y 10XSSC (solucién salina 0,9 M/0,09 M de citrato sédico) y
permanecer unidos cuando se someten a lavado a 55° C. en 1XSSC. La identidad de secuencia puede determinarse
mediante hibridacién en condiciones de alta rigurosidad, por ejemplo, a 50° C. o mas y 0,1XSSC (9 mM de solucién
salina/0,9 mM de citrato sddico). Los métodos y condiciones de hibridacién son bien conocidos en la técnica, véase, p.
ej., Pat de EE. UU. N.° 5,707,829. Los acidos nucleicos que son sustancialmente idénticos a las secuencias
polinucleotidicas proporcionadas, p. €j., variantes alélicas, versiones genéticamente alteradas del gen, etc., se unen a las
secuencias polinucleotidicas proporcionadas en condiciones de hibridacién estrictas.

[0054] Las sondas especificas para los polinucleétidos aqui descritos pueden generarse utilizando las secuencias de
polinucleétidos aqui descritas. Las sondas suelen ser fragmentos de secuencias polinucleotidicas proporcionadas en el
presente documento. Las sondas pueden sintetizarse quimicamente o generarse a partir de polinucleétidos mas largos
utilizando enzimas de restriccién. Las sondas pueden estar marcadas, por ejemplo, con una marcacidén radiactiva,
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biotinilada o fluorescente. Preferiblemente, las sondas se disefian basandose en una secuencia identificadora de
cualquiera de las secuencias polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento.

[0055] Las composiciones de acido nucleico aqui descritas pueden utilizarse, por ejemplo, para producir polipéptidos,
como sondas para la deteccién de ARNm en muestras biolégicas (p. ej., extractos de células humanas) o ADNc producido
a partir de dichas muestras, para generar copias adicionales de los polinucleétidos, para generar ribozimas u
oligonucleétidos antisentido, y como sondas de ADN monocatenario o como oligonucleétidos formadores de triple cadena.

[0056] Las sondas aqui descritas pueden utilizarse para, por ejemplo, determinar la presencia o ausencia de cualquiera
de los polinucleétidos aqui proporcionados o variantes de los mismos en una muestra. Estos y otros usos se describen
con més detalle a continuacion. En un caso, se utiliza el analisis PCR en tiempo real para analizar la expresién génica.

[0057] Los polipéptidos contemplados por la divulgacién incluyen los codificados por los polinucleétidos divulgados y los
genes a los que corresponden estos polinucleétidos, asi como los acidos nucleicos que, en virtud de la degeneracion del
cbdigo genético, no son idénticos en secuencia a los polinucleétidos divulgados. Otros polipéptidos contemplados incluyen
polipéptidos que estan codificados por polinucleétidos que hibridan con el polinucleétido del listado de secuencias. Asi, la
divulgacién incluye un polipéptido codificado por un polinucledtido que tiene la secuencia de cualquiera de las secuencias
polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento, o una variante de la misma.

[0058] En general, el término "polipéptido"”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere tanto al polipéptido de
longitud completa codificado por el polinucleétido mencionado, el polipéptido codificado por el gen representado por el
polinucleétido mencionado, como a porciones o fragmentos de los mismos. "Polipéptidos" también incluye las variantes
de las proteinas naturales, cuando dichas variantes son homdélogas o sustancialmente similares a la proteina natural, y
pueden ser de origen de la misma especie o de especies diferentes a la proteina natural. En general, los polipéptidos
variantes tienen una secuencia que tiene al menos un 80%, normalmente al menos un 90%, y mas habitualmente al
menos un 98% de identidad de secuencia con un polipéptido expresado diferencialmente descrito en el presente
documento. Los polipéptidos variantes pueden estar glicosilados de forma natural o no natural, es decir, el polipéptido
tiene un patrén de glicosilacion que difiere del patrén de glicosilaciéon encontrado en la proteina natural correspondiente.

[0059] Los fragmentos de los polipéptidos aqui divulgados, en particular los fragmentos biol6gicamente activos y/o los
fragmentos correspondientes a dominios funcionales, son de interés. Los fragmentos de interés tendran tipicamente una
longitud de al menos unos 10 aa a al menos unos 15 aa, normalmente de al menos unos 50 aa, y pueden tener una
longitud de hasta 300 aa o0 mas, pero normalmente no excederan de unos 1000 aa, donde el fragmento tendra un tramo
de aminoé&cidos que es idéntico a un polipéptido codificado por un polinucleétido que tiene una secuencia de cualquiera
de las secuencias de polinucleétidos proporcionadas en el presente documento, o un homdélogo del mismo. Un fragmento
"de al menos 20 aa de longitud", por ejemplo, pretende incluir 20 o més aminoacidos contiguos de, por ejemplo, el
polipéptido codificado por un ADNc, en un clon de ADNc contenido en una biblioteca depositada o el soporte
complementario del mismo. En este contexto, "aproximadamente" incluye el valor particularmente citado o un valor mayor
0 menor en varios (5, 4, 3, 2 o 1) aminoacidos. Las variantes proteinicas aqui descritas estéan codificadas por
polinucleétidos que también se divulgan. El cédigo genético permite seleccionar los codones adecuados para construir
las variantes correspondientes. Los polinucleétidos pueden utilizarse para producir polipéptidos, y estos polipéptidos
pueden utilizarse para producir anticuerpos mediante métodos conocidos descritos anteriormente y més adelante.

[0060] Un polipéptido puede recuperarse y purificarse a partir de cultivos celulares recombinantes mediante métodos bien
conocidos, como la precipitacién con sulfato de amonio o etanol, la extraccién acida, la cromatografia de intercambio
aniénico o catiénico, la cromatografia de fosfocelulosa, la cromatografia de interaccion hidrofébica, la cromatografia de
afinidad, la cromatografia de hidroxiapatita y la cromatografia de lectinas. Para la purificacién se emplea preferentemente
la cromatografia liquida de alta resolucién ("HPLC").

[0061] Los polipéptidos también pueden recuperarse de: productos purificados a partir de fuentes naturales, incluidos
fluidos corporales, tejidos y células, ya sea directamente aislados o cultivados; productos de procedimientos quimicos
sintéticos; y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un huésped procariota o eucariota,
incluidas, por ejemplo, células bacterianas, de levaduras superiores, de plantas, de insectos y de mamiferos.

[0062] Los productos génicos, incluidos los polipéptidos, el ARNm (en particular los ARNm que tienen estructuras
secundarias y/o terciarias distintas), el ADNc o el gen completo, pueden prepararse y utilizarse para criar anticuerpos con
fines experimentales, diagnésticos y terapéuticos. Pueden utilizarse anticuerpos para identificar células o subtipos de
AMLSC. El polinucleétido o ADNc relacionado se expresa como se describe en el presente documento y se preparan los
anticuerpos. Estos anticuerpos son especificos de un epitopo del polipéptido codificado por el polinucleétido, y pueden
precipitar o unirse a la proteina nativa correspondiente en una preparacién celular o tisular o en un extracto libre de células
de un sistema de expresién in vitro.

[0063] Los anticuerpos pueden utilizarse para el inmunofenotipado de células y muestras biol6gicas. El producto de
traduccién de un gen expresado diferencialmente puede ser util como marcador. Los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra un epitopo especifico, o0 una combinacién de epitopos, permitiran el cribado de poblaciones celulares que expresen
el marcador. Se pueden utilizar varias técnicas con anticuerpos monoclonales para detectar poblaciones celulares que
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expresen el marcador o marcadores, como la separacién magnética con perlas magnéticas recubiertas de anticuerpos, el
"barrido" con anticuerpos adheridos a una matriz sélida (es decir, una placa) y la citometria de flujo (véase, p. ], Pat. de
EE. UU. N.° 5.985.660; y Morrison et al. Cell, 96:737-49 (1999)). Estas técnicas permiten el cribado de poblaciones
particulares de células; en inmunohistoquimica de muestras de biopsia; en la deteccién de la presencia de marcadores
vertidos por las células cancerosas en la sangre y otros fluidos biolégicos, y similares.

[0064] En muchos casos, se miden los niveles de un gen o producto génico sujeto. Por medir se entiende estimar
cualitativa o cuantitativamente el nivel del producto génico en una primera muestra biolégica, ya sea directamente (p. €j.,
determinando o estimando los niveles absolutos del producto génico) o relativamente comparando los niveles con una
segunda muestra biolégica de control. En muchos casos, la segunda muestra bioldgica de control se obtiene de un
individuo que no tiene cancer. Como se apreciara en la técnica, una vez que se conoce un nivel de control estandar de
expresion génica, puede utilizarse repetidamente como estandar de comparacidén. Otras muestras de control incluyen
muestras de tejido canceroso.

[0065] Los métodos pueden utilizarse para detectar y/o medir los niveles de ARNm de un gen que se expresa
diferencialmente en una célula cancerosa. En algunos casos, los métodos comprenden: poner en contacto una muestra
con un polinucleétido que corresponde a un gen expresado diferencialmente descrito en el presente documento en
condiciones que permitan la hibridacion; y detectar la hibridacién, si la hay. La deteccién de hibridacién diferencial, cuando
se compara con un control adecuado, es una indicacién de la presencia en la muestra de un polinucleétido que se expresa
diferencialmente en una célula cancerosa. Los controles apropiados incluyen, por ejemplo, una muestra que se sabe que
no contiene un polinucleétido que se expresa diferencialmente en una célula cancerosa. Las condiciones que permiten la
hibridacién son conocidas en la técnica y se han descrito anteriormente con mas detalle.

[0066] La deteccidn también puede llevarse a cabo por cualquier método conocido, incluyendo, pero sin limitarse a,
hibridacién in situ, PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), RT-PCR (transcripcidén inversa-PCR), y "Northern" o
transferencia de ARN, matrices, micromatrices, etc, o combinaciones de dichas técnicas, utilizando un polinucleétido
adecuadamente marcado. Una variedad de marcaciones y métodos de marcacidn para polinucleétidos son conocidos en
el arte y se pueden utilizar en los métodos de ensayo de la divulgacion. La hibridacién especifica puede determinarse por
comparacién con los controles apropiados.

[0067] Las sondas de &cido nucleico marcadas pueden utilizarse para detectar la expresion de un gen correspondiente al
polinucleétido proporcionado, p. ej., en un formato de macromatrices, transferencia de Northern, etc. La cantidad de
hibridacién puede cuantificarse para determinar cantidades relativas de expresiéon, por ejemplo en una condicién
determinada. Las sondas se utilizan para la hibridacién in situ en células para detectar la expresién. Las sondas también
pueden utilizarse in vivo para la deteccién diagnéstica de secuencias hibridantes. Las sondas pueden estar marcadas con
un isétopo radiactivo. Pueden utilizarse otros tipos de marcaciones detectables, como croméforos, fluoréforos y enzimas.

[0068] Las matrices de polinucleétidos proporcionan una técnica de alto rendimiento que puede analizar un gran nimero
de polinucleétidos o polipéptidos en una muestra. Esta tecnologia puede utilizarse como herramienta para comprobar la
expresion diferencial. Una variedad de métodos de produccién de matrices, asi como variaciones de estos métodos, son
conocidos en la materia y contemplados para su uso. Por ejemplo, las matrices pueden crearse colocando sondas de
polinucledtidos sobre un sustrato (p. ej., vidrio, nitrocelulosa, etc.) en una matriz 0 matriz bidimensional con sondas unidas.
Las sondas pueden unirse al sustrato mediante enlaces covalentes o mediante interacciones no especificas, como las
interacciones hidrofébicas.

CARACTERIZACION DE CELULAS MADRE DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

[0069] En las leucemias mieloides agudas, la caracterizacién de las células madre cancerosas permite el desarrollo de
nuevos tratamientos dirigidos especificamente contra esta poblacién critica de células, en particular su capacidad de
autorrenovacién, lo que da lugar a terapias mas eficaces.

[0070] En las leucemias mieloides agudas humanas se demuestra aqui que existe una subpoblacion de células
cancerosas tumorigénicas con capacidad tanto de autorrenovaciéon como de diferenciaciéon. Estas células tumorigénicas
son responsables del mantenimiento del tumor, y también dan lugar a un gran numero de progenie anormalmente
diferenciada que no es tumorigénica, cumpliendo asi los criterios de las células madre cancerigenas. El potencial
tumorigénico esta contenido en una subpoblacién de células cancerosas que expresan diferencialmente los marcadores
de la presente divulgacion.

[0071] En algunos casos, el nUmero de AMLSC en una muestra de paciente se determina en relacién con el nimero total
de células cancerosas de AML, donde un mayor porcentaje de AMLSC es indicativo del potencial de autorrenovacion
continua de células con el fenotipo canceroso. La cuantificacién de AMLSC en una muestra de paciente puede compararse
con una poblacién de referencia, p. ej., una muestra de paciente como una muestra de sangre, una muestra de paciente
en remision, etc. En algunos casos, la cuantificacién de AMLSC se realiza durante el curso del tratamiento, donde el
ndmero de células cancerosas de AML y el porcentaje de tales células que son AMLSC se cuantifican antes, durante y
como seguimiento de un curso de terapia. De forma deseable, la terapia dirigida a las células madre cancerosas produce
una disminucién del nimero total y/o del porcentaje de AMLSC en una muestra de paciente.
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[0072] En otros casos, los agentes anticancerigenos se dirigen a las AMLSC mediante la unién especifica a un marcador
o combinacién de marcadores de la presente divulgacién. En tales casos, los agentes anticancerigenos incluyen
anticuerpos y derivados de unién a antigeno de los mismos especificos para un marcador o combinacién de marcadores
de la presente divulgacion, que opcionalmente se conjugan con una fraccién citotéxica. La deplecién de las AMLSC es
util en el tratamiento de la AML. El agotamiento consigue una reduccién de las AMLSC circulantes de hasta
aproximadamente un 30%, o hasta aproximadamente un 40%, o hasta aproximadamente un 50%, o hasta
aproximadamente un 75% o mas. La deplecién puede lograrse utilizando un agente para depletar las AMLSC in vivo o ex
vivo.

[0073] Las AMLSC se identifican por su fenotipo con respecto a marcadores particulares, y/o por su fenotipo funcional.
En algunos casos, las AMLSC se identifican y/o aislan uniéndose a la célula con reactivos especificos para los marcadores
de interés. Las células que se van a analizar pueden ser células viables, o pueden ser células fijadas o incrustadas.

[0074] En algunos casos, los reactivos especificos para los marcadores de interés son anticuerpos, que pueden estar
marcados directa o indirectamente. Dichos anticuerpos incluiran normalmente anticuerpos especificos para un marcador
o combinacién de marcadores de la presente divulgacién.

Tratamiento del cancer

[0075] En el presente documento se describen métodos para reducir el crecimiento de células cancerosas. Los métodos
proporcionan la disminucidén del nUmero de células cancerosas que llevan un marcador especifico 0 una combinacion de
marcadores, como se proporciona en el presente documento, la disminucidén de la expresién de un gen que se expresa
diferencialmente en una célula cancerosa, o la disminucién del nivel de y/o la disminucién de una actividad de un
polipéptido asociado al cancer. En general, los métodos comprenden poner en contacto una célula cancerosa con un
agente de unién, p. ej., un anticuerpo o ligando especifico para un marcador o combinacidén de marcadores proporcionados
en el presente documento.

[0076] "Reducir el crecimiento de células cancerosas" incluye, pero no se limita a, reducir la proliferacién de células
cancerosas, Yy reducir la incidencia de que una célula no cancerosa se convierta en una célula cancerosa. La reduccion
del crecimiento de las células cancerosas puede determinarse facilmente mediante cualquier ensayo conocido, como la
incorporacién def*H]-timidina, el recuento del nimero de células durante un periodo de tiempo, la deteccién y/o medicidn
de un marcador asociado a la AML, etc.

[0077] En el presente documento se describen métodos para tratar el cancer, que generalmente comprenden la
administracién a un individuo que los necesita de una sustancia que reduce el crecimiento de células cancerosas, en una
cantidad suficiente para reducir el crecimiento de células cancerosas y tratar el cancer. Si una sustancia, o una cantidad
especifica de la sustancia, es eficaz en el tratamiento del cancer puede evaluarse utilizando cualquiera de una variedad
de ensayos diagndsticos conocidos para el cancer, incluyendo, pero no limitado a la biopsia, estudios radiogréficos de
contraste, tomografia computarizada, y la deteccién de un marcador tumoral asociado con el cancer en la sangre del
individuo. La sustancia puede administrarse por via sistémica o local, normalmente por via sistémica.

[0078] Una sustancia, p. ej., un farmaco quimioterapéutico que reduce el crecimiento de células cancerosas, puede
dirigirse a una célula cancerosa. Asi, en algunos casos, el presente documento describe un método para administrar un
farmaco a una célula cancerosa, que comprende la administracién de un complejo farmaco-anticuerpo a un sujeto, en el
que el anticuerpo es especifico para un polipéptido asociado al cancer, y el farmaco es uno que reduce el crecimiento de
células cancerosas, una variedad de los cuales son conocidos en la técnica. La focalizacién puede lograrse mediante el
acoplamiento (p. ej., vinculando, directamente o a través de una molécula enlazadora, de forma covalente o no covalente,
para formar un complejo farmaco-anticuerpo) de un farmaco a un anticuerpo especifico para un polipéptido asociado al
cancer. Los métodos de acoplamiento de un farmaco a un anticuerpo son bien conocidos en la técnica y no es necesario
desarrollarlos en el presente documento.

Estadificacidn y diagnéstico

[0079] Las leucemias mieloides agudas se estadifican mediante el analisis de la presencia de células madre cancerosas.
La estadificacion es Util para el pronéstico y el tratamiento. En un caso, una muestra de un paciente con leucemia mieloide
aguda se tifie con reactivos especificos para un marcador o combinacién de marcadores de la presente divulgacion. El
analisis de los patrones de tincién proporciona la distribucién relativa de AMLSC, cuya distribucién predice el estadio de
la leucemia. En algunos casos, la muestra se analiza por histoquimica, incluyendo inmunohistoquimica, hibridacién in situ,
y similares, para detectar la presencia de células CD34*CD38" que expresan un marcador o combinacién de marcadores
de la presente divulgacion. La presencia de tales células indica la presencia de LSC de AM.

[0080] En un caso, la muestra del paciente se compara con un control o un valor de prueba estédndar. En otro caso, la

muestra del paciente se compara con una muestra previa a la leucemia, o con uno o més puntos temporales a lo largo
del curso de la enfermedad.
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[0081] Las muestras, incluyendo secciones de tejido, portaobjetos, efc. que contienen un tejido de leucemia mieloide
aguda, se tifien con reactivos especificos para marcadores que indican la presencia de células madre cancerosas. Las
muestras pueden congelarse, incrustarse, presentarse en un micromatriz tisular, etc. Los reactivos, p. &j., anticuerpos,
sondas polinucleotidicas, efc., pueden estar marcados de forma detectable o indirecta en el procedimiento de tincién. Los
datos aqui aportados demuestran que el nimero y la distribucién de las células progenitoras son diagnésticos del estadio
de la leucemia.

[0082] La informacién asi derivada es util en el pronéstico y el diagnéstico, incluyendo la susceptibilidad a la aceleracién
de la enfermedad, el estado de un estado enfermo y la respuesta a cambios en el entorno, como el paso del tiempo, el
tratamiento con farmacos u otras modalidades. Las células también pueden clasificarse en funcién de su capacidad para
responder a agentes y tratamientos terapéuticos, aislarse con fines de investigacién, someterse a un cribado de expresidn
génica, etc. Las muestras clinicas pueden caracterizarse aun mas mediante analisis genéticos, protedmica, tincién de la
superficie celular u otros medios, con el fin de determinar la presencia de marcadores Utiles para la clasificacién. Por
ejemplo, las anomalias genéticas pueden ser la causa de la susceptibilidad a enfermedades o de la respuesta a farmacos,
0 pueden estar relacionadas con dichos fenotipos.

ANALISIS CELULAR DIFERENCIAL

[0083] La presencia de AMLSC en una muestra de un paciente puede ser indicativa del estadio de la leucemia. Ademas,
la deteccién de AMLSC puede utilizarse para monitorizar la respuesta a la terapia y ayudar en el pronéstico. La presencia
de AMLSC puede determinarse cuantificando las células que tienen el fenotipo de célula madre. Ademas del fenotipado
de la superficie celular, puede ser Util cuantificar las células de una muestra que tienen carécter de "células madre", lo
que puede determinarse por criterios funcionales, como la capacidad de autorrenovacién, de dar lugar a tumores in vivo,
p. &j., en un modelo de xenoinjerto, y similares.

[0084] Las muestras clinicas para uso en los métodos de la divulgacién pueden obtenerse de una variedad de fuentes,
particularmente sangre, aunque en algunos casos pueden usarse muestras como médula ésea, linfa, liquido
cefalorraquideo, liquido sinovial y similares. Dichas muestras pueden separarse por centrifugacién, elutriacién, separacién
en gradiente de densidad, aféresis, seleccién por afinidad, panning, FACS, centrifugacién con Hypaque, efc. antes del
analisis, y normalmente se utilizara una fraccién mononuclear (PBMC). Una vez obtenida la muestra, puede utilizarse
directamente, congelarse o mantenerse en un medio de cultivo adecuado durante breves periodos de tiempo. Se pueden
emplear diversos medios para mantener las células. Las muestras pueden obtenerse por cualquier procedimiento
conveniente, como la extracciéon de sangre, venopuncidn, biopsia o similares. Por lo general, una muestra comprenderéa
al menos aproximadamente 102 células, mas habitualmente al menos aproximadamente 10° células, y preferiblemente
104, 10°% 0 mas células. Normalmente, las muestras procederan de pacientes humanos, aunque también pueden utilizarse
modelos animales, p. €j., equinos, bovinos, porcinos, caninos, felinos, roedores, p. ej.,, ratones, ratas, hamster, primates,
ete.

[0085] Puede utilizarse una solucién apropiada para la dispersidn o suspensién de la muestra celular. Dicha solucién sera
generalmente una solucién salina equilibrada, p. ej., solucién salina normal, PBS, solucién salina equilibrada de Hank,
etc., convenientemente suplementada con suero fetal de ternera u otros factores naturales, junto con un tampén aceptable
a baja concentracién, generalmente de 5-25 mM. Los tampones més adecuados son HEPES, tampones de fosfato,
tampones de lactato, etc.

[0086] El andlisis de la tincidn celular utilizard métodos convencionales. Las técnicas que proporcionan una enumeracién
precisa incluyen clasificadores celulares activados por fluorescencia, que pueden tener diversos grados de sofisticacion,
como canales de mudltiples colores, canales de deteccion de dispersién de luz obtusa y de angulo bajo, canales de
impedancia, etc. Las células pueden seleccionarse contra células muertas empleando colorantes asociados a células
muertas (p. €j., yoduro de propidio).

[0087] Los reactivos de afinidad pueden ser receptores o ligandos especificos para las moléculas de la superficie celular
indicadas anteriormente. Ademas de reactivos de anticuerpos, pueden utilizarse pares péptido-MHC antigeno y receptor
de células T, ligandos y receptores peptidicos; moléculas efectoras y receptoras, y similares. Los anticuerpos y los
receptores de células T pueden ser monoclonales o policlonales, y pueden ser producidos por animales transgénicos,
animales inmunizados, células B humanas o animales inmortalizadas, células transfectadas con vectores de ADN que
codifican el anticuerpo o el receptor de células T, efc. Los detalles de la preparacién de anticuerpos y su idoneidad para
el uso como miembros de unidn especificos son bien conocidos por los expertos en la materia.

[0088] De particular interés es el uso de anticuerpos como reactivos de afinidad. Convenientemente, estos anticuerpos
se conjugan con una marcacioén para su uso en la separacion. Las marcaciones incluyen perlas magnéticas, que permiten
la separacion directa, biotina, que puede eliminarse con avidina o estreptavidina unida a un soporte, fluorocromos, que
pueden utilizarse con un clasificador celular activado por fluorescencia, o similares, para facilitar la separacién del tipo
celular concreto. Entre los fluorocromos utilizados se encuentran las ficobiliproteinas, p. ej., la ficoeritrina y las
aloficocianinas, la fluoresceina y el rojo Texas. Con frecuencia, cada anticuerpo estd marcado con un fluorocromo
diferente, para permitir la clasificacién independiente de cada marcador.
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[0089] Los anticuerpos se afiaden a una suspension de células y se incuban durante un periodo de tiempo suficiente para
que se unan a los antigenos de superficie celular disponibles. La incubacién suele durar al menos unos 5 minutos y
normalmente menos de 30 minutos. Es deseable tener una concentracién suficiente de anticuerpos en la mezcla de
reaccion, de forma que la eficacia de la separacién no se vea limitada por la falta de anticuerpos. La concentracién
adecuada se determina por valoracién. El medio en el que se separan las células sera cualquier medio que mantenga la
viabilidad de las células. Un medio preferido es la solucién salina tamponada con fosfato que contiene de 0,1 a 0,5% de
BSA. Existen diversos medios disponibles en el mercado que pueden utilizarse en funcién de la naturaleza de las células,
como el medio Eagle modificado de Dulbecco (dMEM), la solucién salina basica de Hank (HBSS), la solucidén salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (dPBS), RPMI, el medio de Iscove, PBS con 5 mM de EDTA, efc ., a menudo
complementados con suero fetal de ternera, BSA, HSA, efc.

[0090] A continuacidn, las células marcadas se cuantifican en cuanto a la expresion de marcadores de superficie celular
como se ha descrito anteriormente.

[0091] La comparacién de un anélisis diferencial de progenitores obtenido a partir de una muestra de un paciente, y un
analisis diferencial de progenitores de referencia se lleva a cabo mediante el uso de protocolos de deduccién adecuados,
sistemas de |IA, comparaciones estadisticas, etc. Una comparacién con un analisis diferencial de progenitores de
referencia a partir de células normales, células de un tejido con una enfermedad similar, y similares, puede proporcionar
una indicacién del estadio de la enfermedad. Se puede compilar una base de datos de andlisis diferenciales de
progenitores de referencia. Un analisis de especial interés realiza el seguimiento de un paciente, p. ej., en las fases crénica
y preleucémica de la enfermedad, de forma que se observa la aceleracién de la enfermedad en una fase temprana. Los
métodos de la divulgacidén proporcionan la deteccién de la aceleracién antes de la aparicién de los sintomas clinicos, y
por lo tanto permiten la intervencién terapéutica temprana, p. ej., el inicio de la quimioterapia, el aumento de la dosis de
quimioterapia, el cambio de la seleccién del farmaco quimioterapéutico, y similares.

Composiciones de la AMLSC

[0092] Las AMLSC pueden separarse de una mezcla compleja de células mediante técnicas que enriquecen las células
que expresan diferencialmente un marcador o combinacién de marcadores de la presente divulgacién. Para el aislamiento
de células a partir de tejidos, puede utilizarse una solucién adecuada para la dispersién o la suspensién. Dicha solucién
serd generalmente una solucién salina equilibrada, p. ej., solucién salina normal, PBS, solucién salina equilibrada de
Hank, etc., convenientemente suplementada con suero fetal de ternera u otros factores naturales, junto con un tampén
aceptable a baja concentracién, generalmente de 5-25 mM. Los tampones mas adecuados son HEPES, tampones de
fosfato, tampones de lactato, efc.

[0093] Las células separadas pueden recogerse en cualquier medio apropiado que mantenga la viabilidad de las células,
normalmente con un cojin de suero en el fondo del tubo de recogida. Existen diversos medios disponibles en el mercado
que pueden utilizarse en funcién de la naturaleza de las células, como dMEM, HBSS, dPBS, RPMI, medio de Iscove, efc.,
a menudo complementados con suero fetal de ternera.

[0094] Las composiciones altamente enriquecidas para AMLSC se consiguen de esta manera. La poblacién de sujetos
puede ser del 50% o mas de la composicién celular, y preferiblemente del 75% o mas de la composicién celular, y puede
ser del 90% o mas. Las células deseadas se identifican por su fenotipo de superficie, por la capacidad de autorrenovacion,
la capacidad de formar tumores, efc. La poblacion celular enriquecida puede utilizarse inmediatamente, o puede
congelarse a temperaturas de nitrégeno liquido y almacenarse durante largos periodos de tiempo, descongelarse y poder
reutilizarse. Las células pueden almacenarse en un medio con un 10% de DMSO y un 90% de FCS. La poblacién de
células enriquecidas para AMLSC puede utilizarse en una variedad de ensayos de cribado y cultivos, como se describe a
continuacion.

[0095] La poblacién enriquecida de AMLSC puede ser cultivada in vitro bajo varias condiciones de cultivo. El medio de
cultivo puede ser liquido o semisélido, p. ej., contener agar, metilcelulosa, etc. La poblacién celular puede suspenderse
convenientemente en un medio nutritivo apropiado, como DMEM modificado de Iscove o RPMI-1640, normalmente
suplementado con suero fetal de ternera (alrededor del 5-10%), L-glutamina, un tiol, en particular 2-mercaptoetanol, y
antibiéticos, p. ej., penicilina y estreptomicina.

[0096] El cultivo puede contener factores de crecimiento a los que respondan las células. Los factores de crecimiento, tal
como se definen en el presente documento, son moléculas capaces de promover la supervivencia, el crecimiento y/o la
diferenciacion de las células, ya sea en cultivo o en el tejido intacto, a través de efectos especificos sobre un receptor
transmembrana. Los factores de crecimiento incluyen polipéptidos y factores no polipeptidicos. En el cultivo de las células
puede utilizarse una amplia variedad de factores de crecimiento, p. ej., LIF, factor de acero (ligando c-kit), EGF, insulina,
IGF, ligando FIk-2, IL-11, IL-3, GM-CSF, eritropoyetina, trombopoyetina, etc.

[0097] Ademas de, o en lugar de factores de crecimiento, las células sujetas pueden crecer en un cocultivo con
fibroblastos, estroma u otras células de la capa alimentadora. Las células estromales adecuadas para su uso en el
crecimiento de células hematopoyéticas son conocidas en la técnica. Entre ellas se incluyen el estroma de médula ésea
utilizado en condiciones de cultivo "Whitlock-Witte" (Whitlock et al. [1985] Annu Rev Immunol 3:213-235) o "Dexter" (Dexter
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etal [1977]J Exp Med 145:1612-1616); y las células estromales timicas heterogéneas.
Ensayos de cribado

[0098] Las AMLSC que expresan un marcador o una combinacién de marcadores de la presente divulgacion también son
uUtiles para ensayos in vitro y cribado para detectar factores y agentes quimioterapéuticos que son activos sobre las células
madre cancerosas. De especial interés son los ensayos de deteccién de agentes activos en células humanas. Para ello,
puede utilizarse una amplia variedad de ensayos, como inmunoensayos de unién a proteinas; determinacion del
crecimiento celular, la diferenciacién y la actividad funcional; produccién de factores; y similares. En otros casos, los
polipéptidos aislados correspondientes a un marcador o combinaciéon de marcadores de la presente divulgacién son Utiles
en ensayos de cribado de farmacos.

[0099] En ensayos de cribado de agentes biolégicamente activos, farmacos antiproliferativos, etc., la composicién
marcadora o AMLSC se pone en contacto con el agente de interés, y el efecto del agente se evalia monitorizando los
parametros de salida en las células, como la expresién de marcadores, la viabilidad celular y similares; o la eficacia de
unidén o el efecto sobre la actividad enzimatica o receptora de polipéptidos. Las células pueden estar recién aisladas,
cultivadas, alteradas genéticamente, y similares. Las células pueden ser variantes de cultivos clonales inducidas por el
medio ambiente: p. ej., divididas en cultivos independientes y cultivadas en condiciones distintas, por ejemplo, con o sin
farmacos; en presencia o ausencia de citoquinas o combinaciones de las mismas. La forma en que las células responden
a un agente, en particular a un agente farmacolégico, incluido el momento de las respuestas, es un reflejo importante del
estado fisiolégico de la célula.

[0100] Los pardametros son componentes cuantificables de las células, particularmente componentes que pueden ser
medidos con precisién, deseablemente en un sistema de alto rendimiento. Un pardmetro puede ser cualquier componente
celular o producto celular, incluido un determinante de la superficie celular, un receptor, una proteina o una modificacién
conformacional o postraduccional de la misma, un lipido, un hidrato de carbono, una molécula orgénica o inorganica, un
acido nucleico, p. ej., ARNm, ADN, efc., o una porcidén derivada de dicho componente celular, o combinaciones de los
mismos. Aunque la mayoria de los parametros proporcionaran una lectura cuantitativa, en algunos casos sera aceptable
un resultado semicuantitativo o cualitativo. Las lecturas pueden incluir un Unico valor determinado, o pueden incluir la
media, el valor mediano o la varianza, efc. Caracteristicamente, se obtendr4 una gama de valores de lectura de
pardmetros para cada parametro a partir de una multiplicidad de los mismos ensayos. Se espera variabilidad y se obtendra
una gama de valores para cada uno del conjunto de parametros de prueba utilizando métodos estadisticos estandar con
un método estadistico comun utilizado para proporcionar valores Unicos.

[0101] Los agentes de interés para el cribado incluyen compuestos conocidos y desconocidos que abarcan numerosas
clases quimicas, principalmente moléculas orgénicas, que pueden incluir moléculas organometélicas, moléculas
inorganicas, secuencias genéticas, efc. Un aspecto importante de la divulgacién es la evaluacién de farmacos candidatos,
incluyendo pruebas de toxicidad; y similares.

[0102] Ademas de los agentes biolégicos complejos, los agentes candidatos incluyen moléculas orgénicas que
comprenden grupos funcionales necesarios para interacciones estructurales, en particular enlaces de hidrégeno, y
tipicamente incluyen al menos un grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, frecuentemente al menos dos de los grupos
quimicos funcionales. Los agentes candidatos a menudo comprenden estructuras ciclicas de carbono o heterociclicas y/o
estructuras arométicas o poliaromaticas sustituidas con uno o mas de los grupos funcionales mencionados. Los agentes
candidatos también se encuentran entre las biomoléculas, incluyendo péptidos, polinucleétidos, sacaridos, acidos grasos,
esteroides, purinas, pirimidinas, derivados, analogos estructurales o combinaciones de los mismos.

[0103] Se incluyen medicamentos farmacolégicamente activos, moléculas genéticamente activas, etc. Los compuestos
de interés incluyen agentes quimioterapéuticos, hormonas o antagonistas hormonales, efc. Ejemplos de agentes
farmacéuticos adecuados para esta invenciéon son los descritos en, "The Pharmacological Basis of Therapeutics,”
Goodman y Gilman, McGraw-Hill, Nueva York, Nueva York, (1996), Novena edicién, en las secciones: Agua, sales e
iones; Farmacos que afectan a la funcién renal y al metabolismo electrolitico; Farmacos que afectan a la funcién
gastrointestinal; Quimioterapia de las enfermedades microbianas; Quimioterapia de las enfermedades neoplasicas;
Farmacos que actlan sobre los 6érganos hematopoyéticos; Hormonas y antagonistas hormonales; Vitaminas,
Dermatologia y Toxicologia. También se incluyen las toxinas y los agentes de guerra bioldgica y quimica; véase, por
ejemplo, Somani, S.M. (Ed.), "Chemical Warfare Agents", Academic Press, Nueva York, 1992).

[0104] Los compuestos de prueba incluyen todas las clases de moléculas descritas anteriormente, y pueden comprender
ademés muestras de contenido desconocido. De interés son las mezclas complejas de compuestos naturales derivados
de fuentes naturales como las plantas. Aunque muchas muestras comprenderédn compuestos en solucién, también pueden
analizarse muestras sélidas que puedan disolverse en un disolvente adecuado. Las muestras de interés incluyen muestras
medioambientales, p. ej., aguas subterrdneas, aguas marinas, residuos mineros, etc.; muestras bioldgicas, p. /., lisados
preparados a partir de cultivos, muestras de tejidos, etc.; muestras de fabricacién, p. gj., el transcurso del tiempo durante
la preparacién de productos farmacéuticos; asi como bibliotecas de compuestos preparados para su analisis; y similares.
Las muestras de interés incluyen compuestos cuyo valor terapéutico potencial se esta evaluando, es decir, candidatos a
farmacos.
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[0105] El término "muestras" también incluye los fluidos descritos anteriormente a los que se han afiadido componentes
adicionales, por ejemplo, componentes que afectan a la fuerza idnica, el pH, la concentracién total de proteinas,
efc. Ademas, las muestras pueden tratarse para lograr al menos un fraccionamiento o concentracién parcial. Las muestras
biolégicas pueden almacenarse si se tiene cuidado de reducir la degradacién del compuesto, p. €j., bajo nitrégeno,
congeladas o una combinacién de ambos. El volumen de muestra utilizado es suficiente para permitir una detecciéon
mensurable, por lo general de alrededor de 0,1 a 1 ml de una muestra biolégica es suficiente.

[0106] Los compuestos, incluidos los agentes candidatos, se obtienen de una amplia variedad de fuentes, incluidas las
bibliotecas de compuestos sintéticos o naturales. Por ejemplo, se dispone de numerosos medios para la sintesis aleatoria
y dirigida de una amplia variedad de compuestos organicos, incluidas las biomoléculas, incluida la expresién de
oligonucledétidos y oligopéptidos aleatorios. Alternativamente, se dispone de bibliotecas de compuestos naturales en forma
de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales, o se pueden producir facilmente. Ademas, las bibliotecas y
compuestos naturales o producidos sintéticamente se modifican facilmente por medios quimicos, fisicos y bioquimicos
convencionales, y pueden utilizarse para producir bibliotecas combinatorias. Los agentes farmacol6gicos conocidos
pueden someterse a modificaciones quimicas dirigidas o aleatorias, como acilacién, alquilacién, esterificacion,
amidificacién, etc. para producir anélogos estructurales.

[0107] La actividad biolégica de los agentes se comprueba afiadiendo el agente a por lo menos una y normalmente a una
pluralidad de muestras celulares, normalmente junto con células que carecen del agente. Se mide el cambio de los
parametros en respuesta al agente y se evalla el resultado por comparacién con cultivos de referencia, p. €j., en presencia
y ausencia del agente, obtenidos con otros agentes, efc.

[0108] Los agentes se afiaden convenientemente en solucién, o en forma facilmente soluble, al medio de las células en
cultivo. Los agentes pueden afiadirse en un sistema de flujo continuo, como un chorro intermitente o continuo, o
alternativamente, afiadiendo un bolo del compuesto, individualmente o de forma incremental, a una solucién que de otro
modo seria estética. En un sistema de flujo continuo, se utilizan dos fluidos, uno de los cuales es una solucién
fisiologicamente neutra y el otro es la misma solucién con el compuesto de ensayo afiadido. Se pasa el primer fluido sobre
las células, seguido del segundo. En el método de solucidn Unica, se afiade un bolo del compuesto de ensayo al volumen
de medio que rodea a las células. Las concentraciones globales de los componentes del medio de cultivo no deben
cambiar significativamente con la adicién del bolo, o entre las dos soluciones en un método de flujo continuo.

[0109] Las formulaciones de agentes preferidas no incluyen componentes adicionales, como conservantes, que puedan
tener un efecto significativo en la formulacién global. Asi, las formulaciones preferidas consisten esencialmente en un
compuesto biolégicamente activo y un portador fisiolégicamente aceptable, p. g/, agua, etanol, DMSO, efc. Sin embargo,
si un compuesto es liquido sin disolvente, la formulacién puede consistir esencialmente en el propio compuesto.

[0110] Se puede realizar una pluralidad de ensayos en paralelo con diferentes concentraciones de agente para obtener
una respuesta diferencial a las diversas concentraciones. Como se sabe en la técnica, para determinar la concentracién
efectiva de un agente se suele utilizar un rango de concentraciones resultante de diluciones 1:10, u otra escala logaritmica.
Las concentraciones pueden afinarse aln mas con una segunda serie de diluciones, si es necesario. Tipicamente, una
de estas concentraciones sirve como control negativo, es decir, a concentracién cero o por debajo del nivel de deteccidn
del agente o a la concentracién de agente que no da un cambio detectable en el fenotipo.

[0111] Pueden utilizarse varios métodos para cuantificar la presencia de los marcadores seleccionados. Para medir la
cantidad de una molécula que esta presente, un método conveniente es marcar una molécula con una fraccién detectable,
que puede ser fluorescente, luminiscente, radiactiva, enzimaticamente activa, etc., en particular una molécula especifica
para unirse al parametro con alta afinidad. Las moléculas fluorescentes estan disponibles para marcar practicamente
cualquier biomolécula, estructura o tipo de célula. Las moléculas inmunofluorescentes pueden dirigirse para que se unan
no sélo a proteinas especificas, sino también a conformaciones especificas, productos de escision o modificaciones de
sitios como la fosforilacién. Es posible disefiar péptidos y proteinas individuales para que sean autofluorescentes, p. €j.,
expresandolos como quimeras de proteina verde fluorescente en el interior de las células (para una revisién, véase Jones
et al. (1999) Trends Biotechnol. 17(12):477-81). Asi, los anticuerpos pueden modificarse genéticamente para que
incorporen un colorante fluorescente en su estructura. Dependiendo de la etiqueta marcacién, los parametros pueden
medirse con marcaciones distintas de las fluorescentes, utilizando técnicas de inmunoensayo como el radicinmunoensayo
(RIA) o el ensayo de inmunoabsorciéon enzimética (ELISA), inmunoensayos enzimaticos homogéneos y técnicas no
enzimaticas relacionadas. La cuantificacién de acidos nucleicos, especialmente ARN mensajeros, también es un
parametro de interés. Pueden medirse mediante técnicas de hibridacién que dependen de la secuencia de nucleétidos
del 4cido nucleico. Las técnicas incluyen métodos de reaccidn en cadena de la polimerasa, asi como técnicas de matrices
de genes. Véase Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., eds, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, 2000;
Freeman et al. (1999) Biotechniques 26(1):112-225; Kawamoto et al. (1999) Genome Res 9(12):1305-12; y Chen et al.
(1998) Genomics 51(3):313-24, por ejemplo.

Agotamiento de AMLSC

[0112] El agotamiento de las AMLSC es util en el tratamiento de la AML. El agotamiento puede lograrse por varios
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métodos. El agotamiento se define como una reduccién de la poblacién objetivo de hasta un 30%, o hasta un 40%, o
hasta un 50%, o hasta un 75% o mas. Una deplecién eficaz suele venir determinada por la sensibilidad de la enfermedad
concreta a los niveles de la poblacién diana. Asi, en el tratamiento de ciertas afecciones, una reduccién de incluso un 20%
podria ser beneficiosa.

[0113] Se utiliza un agente marcador-especifico que reduce especificamente las AMLSC diana para entrar en contacto
con la sangre del paciente in vitro o in vivo, en el que después del paso de contacto, hay una reduccién en el nimero de
AMLSC viables en la poblacién diana. Un agente ejemplar para tales fines es un anticuerpo que se une especificamente
a un marcador o combinacién de marcadores de la presente divulgacion en la superficie de la AMLSC diana. Una dosis
eficaz de anticuerpos para tal fin es suficiente para disminuir la poblacién diana al nivel deseado, por ejemplo como se ha
descrito anteriormente. Los anticuerpos para tales fines pueden tener baja antigenicidad en humanos o pueden ser
anticuerpos humanizados.

[0114] En un caso, los anticuerpos para reducir la poblacién diana se afiaden a la sangre del paciente in vivo. En otro
caso, los anticuerpos se afiaden a la sangre del paciente ex vivo. Las microesferas recubiertas con el anticuerpo de interés
pueden afiadirse a la sangre, las células diana unidas a estas microesferas pueden extraerse de la sangre utilizando
procedimientos habituales en la técnica. En un caso, las perlas son magnéticas y se extraen con un iman.
Alternativamente, cuando el anticuerpo esta biotinilado, también es posible inmovilizar indirectamente el anticuerpo sobre
una fase sélida que tenga adsorbida avidina, estreptavidina o similares. La fase sélida, normalmente perlas de agarosa o
sefarosa, se separa de la sangre mediante una breve centrifugacién. Multiples métodos para marcar anticuerpos y eliminar
dichos anticuerpos y cualquier célula unida a los anticuerpos son rutinarios en el arte. Una vez alcanzado el grado de
deplecién deseado, se devuelve la sangre al paciente. La deplecién de las células diana ex vivo disminuye los efectos
secundarios, como las reacciones a la infusién, asociados a la administracién intravenosa. Una ventaja adicional es que
el repertorio de anticuerpos disponibles se amplia considerablemente, ya que este procedimiento no tiene por qué limitarse
a anticuerpos con baja antigenicidad en humanos o anticuerpos humanizados.

[0115] En algunas realizaciones, los anticuerpos para la deplecién son anticuerpos biespecificos. "Anticuerpo
biespecifico" y "anticuerpos biespecificos", también conocidos como anticuerpos bifuncionales, se refiere a anticuerpos
que reconocen dos antigenos diferentes en virtud de poseer al menos un primer sitio de combinacién de antigenos
especifico para un primer antigeno o hapteno, y al menos un segundo sitio de combinacién de antigenos especifico para
un segundo antigeno o hapteno. Dichos anticuerpos pueden producirse por métodos de ADN recombinante o incluir, entre
otros, anticuerpos producidos quimicamente por métodos conocidos en la técnica. Los anticuerpos biespecificos incluyen
todos los anticuerpos o conjugados de anticuerpos, o formas poliméricas de anticuerpos que son capaces de reconocer
dos antigenos diferentes. Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos que han sido reducidos y reformados para
conservar sus caracteristicas bivalentes y a anticuerpos que han sido acoplados quimicamente para que puedan tener
varios sitios de reconocimiento de antigeno para cada antigeno.

[0116] Los anticuerpos biespecificos para su uso en los métodos de la presente invencién se unen a al menos uno de los
antigenos AMLSC descritos en el presente documento, y pueden unirse a dos 0 méas antigenos AMLSC descritos en el
presente documento. Las combinaciones de antigenos de interés incluyen, sin limitacién, CD47 + CD96, CD47 + CD99,
CD47 + Tim3, CD47 + CD97. En algunas realizaciones, una especificidad del anticuerpo tiene una afinidad baja, p. €j.,
menos de aproximadamente 10 constante de unién, normalmente menos de aproximadamente 102 constante de union,
y puede ser mas de aproximadamente 107 constante de union.

[0117] Los anticuerpos adecuados para practicar los métodos de la divulgacién son preferiblemente monoclonales y
multivalentes, y pueden ser anticuerpos humanos, humanizados o quiméricos, que comprenden anticuerpos de cadena
simple, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), fragmentos producidos por una biblioteca de expresién Fab, y/o fragmentos
de unién de cualquiera de los anteriores. En ciertos casos, los anticuerpos son fragmentos de anticuerpos humanos de
unién a antigeno de la presente divulgacién e incluyen, entre otros, Fab, Fab'y F(ab'),, Fd, Fvs de cadena simple (scFv),
anticuerpos de cadena simple, Fvs ligados a disulfuro (sdFv) y fragmentos que comprenden un dominio V. o Vu. Los
fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno, incluidos los anticuerpos de cadena simple, pueden comprender la(s)
regidn(es) variable(s) sola(s) o en combinacién con la totalidad o una parte de lo siguiente: regién bisagra, dominios CHj,
CHy, CHz y CL. También se incluyen en la divulgacion los fragmentos de unién a antigeno que comprenden cualquier
combinacién de regién(es) variable(s) con una regién bisagra, dominios CHy, CH,, CHs y CL. Preferiblemente, los
anticuerpos son humanos, murinos (p. €j., ratén y rata), asno, oveja, conejo, gol, cobaya, camélido, caballo o pollo. Tal
como se utilizan aqui, los anticuerpos "humanos" incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una
inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas, de células B
humanas o de animales transgénicos para una o mas inmunoglobulinas humanas.

[0118] Los anticuerpos adecuados para practicar los métodos de la presente divulgaciéon pueden ser biespecificos,
triespecificos o de mayor multiespecificidad. Ademés, los anticuerpos de la presente divulgacién pueden tener bajo riesgo
de toxicidad contra granulocitos (neutréfilos), células NK y células CD4* como células transelntes.

[0119] Los métodos para fabricar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. La produccion tradicional de

anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresién de dos pares inmunoglobulina de cadena
pesada-cadena ligera, donde las dos cadenas tienen especificidades diferentes (Millstein et al., Nature, 305:537-539
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(1983)). Debido al surtido aleatorio de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas)
producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpos diferentes, de las cuales sé6lo una tiene la estructura
biespecifica correcta. La purificaciéon de la molécula correcta, que suele realizarse mediante pasos de cromatografia de
afinidad, es bastante engorrosa, y los rendimientos del producto son bajos. Procedimientos similares se describen en WO
93/08829, y en Traunecker et al, EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

[0120] Segun otro enfoque descrito en el documento WO96/27011, la interfaz entre un par de moléculas de anticuerpo
puede disefiarse para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de células recombinantes.
Dichas interfaces pueden comprender al menos una parte del dominio cxz de un dominio constante de anticuerpo. En este
método, una o mas pequefias cadenas laterales de aminoacidos de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo se
sustituyen por cadenas laterales mas grandes (p. ej., tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de
tamafio idéntico o similar a la(s) cadena(s) lateral(es) grande(s) en la interfaz de la segunda molécula de anticuerpo
sustituyendo las cadenas laterales de aminoécidos grandes por otras mas pequefias (p. €j.,alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero frente a otros productos finales no deseados,
como los homodimeros. Un método alternativo vincula dos regiones variables de cadena simple diferentes al antigeno
termoestable (HSA). El uso de HSA como enlazador aumenta la semivida sérica y tiene la ventaja de su baja
inmunogenicidad.

[0121] Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos del heteroconjugado puede acoplarse a avidina y el otro a biotina. Estos anticuerpos se han propuesto, por
ejemplo, para dirigir células del sistema inmunitario contra células no deseadas ( Pat. de EE. UU. N° 4.676.980), y para el
tratamiento de la infeccién por HIV (documentos WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados pueden fabricarse utilizando cualquier método de reticulacién conveniente. Los agentes reticulantes
adecuados son bien conocidos en la técnica, y se divulgan en Pat. de EE. UU. N° 4.676.980, junto con una serie de
técnicas de reticulacién.

[0122] También se han descrito en la literatura técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de
anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos pueden prepararse mediante enlace quimico. Brennan et al,,
Science, 229:81 (1985) describen un procedimiento en el que los anticuerpos intactos se escinden proteoliticamente para
generar fragmentos F(ab'),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente complejante ditiol arsenito sédico para
estabilizar los ditioles vicinales y evitar la formacién de disulfuros intermoleculares. A continuacién, los fragmentos Fab'
generados se convierten en derivados del tionitrobenzoato (TNB). A continuacién, uno de los derivados Fab'-TNB se
reconvierte al Fab'-tiol mediante reduccién con mercaptoet-hilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro
derivado Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden utilizarse
como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

[0123] También se han descrito varias técnicas para fabricar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente
a partir de cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos utilizando
cremalleras de leucina. Kos-telny et al., J. Immunol, 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos cremallera de leucina de las
proteinas Fos y Jun se unieron a las porciones Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusién génica. Los
homodimeros de anticuerpo se redujeron en la regién bisagra para formar monémeros y luego se volvieron a oxidar para
formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccién de homodimeros de
anticuerpos. La tecnologia "diacuerpo" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) ha
proporcionado un mecanismo alternativo para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de cadena pesada (V) conectado a un dominio variable de cadena ligera (V) por un
enlazador demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena. En consecuencia,
los dominios Vi y Vi de un fragmento se ven obligados a emparejarse con los dominios complementarios V| y Vy de otro
fragmento, formando asi dos sitios de unién a antigenos. También se ha descrito otra estrategia para fabricar fragmentos
de anticuerpos biespecificos mediante el uso de dimeros de Fv de cadena simple (sFv). See Gruber et al., J. Immunol.,
152:5368 (1994). Alternativamente, los anticuerpos pueden ser "anticuerpos lineales" como se describe en Zapata et al.
Protein Eng. 8(10): 1057-1062 (1995). Brevemente, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tandem
(VH -Ch1- Vi -Cu1) que forman un par de regiones de unién al antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos
0 monoespecificos.

[0124] En el contexto de la presente invencién, se entiende que los anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales y
anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpos (p. ej., Fab y F(ab').), anticuerpos quiméricos anticuerpos
bifuncionales o biespecificos y complejos de anticuerpos tetraméricos. Se entiende que los anticuerpos son reactivos
contra un antigeno seleccionado en la superficie de una célula T si se unen con una afinidad adecuada (constante de
asociacién), p. ej., mayor o igual a 10’M-'. Ademas, los anticuerpos que pueden usarse en los métodos de la presente
divulgacién también pueden describirse o especificarse en términos de sus afinidades de unién incluyen aquellos con una
constante de disociacién o Kd inferior a 5x102 M, 102 M, 5x10° M, 103 M, 5x104 M, 104 M, 5x10° M, 10° M, 5x10° M,
10°M, 5x107 M, 107 M, 5x10°¥ M, 108 M, 5x10°M, 10°M, 5x10"°M, 10° M, 5x10"" M, 10" M, 5x10-"2 M, 1012 M,
5x101* M, 1013 M, 5x10-"4 M, 10-"4 M, 5x10-15 M, 10" M.

[0125] Los anticuerpos pueden fragmentarse utilizando técnicas convencionales y los fragmentos pueden ser examinados
para su utilidad de la misma manera que se ha descrito anteriormente para los anticuerpos enteros. Por ejemplo, pueden
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generarse fragmentos F(ab'), tratando el anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab'), resultante puede tratarse para
reducir los puentes disulfuro y producir fragmentos Fab'.

[0126] La invencién también contempla derivados de anticuerpos quiméricos, es decir, moléculas de anticuerpos que
combinan una regién variable de animal no humano y una regién constante humana. Las moléculas de anticuerpos
quiméricos pueden incluir, por ejemplo, el dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de ratén, rata u otra especie, con
regiones constantes humanas. Se han descrito diversos enfoques para fabricar anticuerpos quiméricos que pueden
utilizarse para fabricar anticuerpos quiméricos que contengan la regién variable de inmunoglobulina que reconoce los
antigenos seleccionados en la superficie de células diferenciadas o células tumorales. Véase, por ejemplo, Morrison et
al., 1985; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81,6851; Takeda et al., 1985, Nature 314:452; Cabilly et al., Pat. de EE. UU. N°.
4,816,567, Boss et al., Pat. de EE. UU. N° 4.816.397; Tanaguchi et al., Publicacién de Patente Europea EP171496;
Publicacién de Patente Europea 0173494, Patente del Reino Unido GB 2177096B.

[0127] La conjugacién quimica se basa en el uso de reactivos homo- y heterobifuncionales con grupos E-amino o grupos
tiol de regién bisagra. Los reactivos homobifuncionales como el 5,5-Ditiobis(dcido 2-nitrobenzoico)(DNTB) generan
enlaces disulfuro entre los dos Fabs, y la O-fenilendimaleimida (O-PDM) genera enlaces tioéter entre los dos Fabs (Brenner
et al., 1985, Glennie et al.,, 1987). Los reactivos heterobifuncionales como el N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato
(SPDP) combinan grupos amino expuestos de anticuerpos y fragmentos Fab, independientemente de su clase o isotipo
(Van Dijk et al., 1989).

[0128] Los anticuerpos de la divulgacién, es decir, los anticuerpos que son Utiles para tratar canceres, asi como otros
canceres que comprenden células madre cancerosas que expresan antigenos establecidos en la Tabla 1, incluyen
derivados que estédn modificados, es decir, por la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de tal manera
que la unién covalente no impide que el anticuerpo se una a los antigenos. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, los
derivados de anticuerpos incluyen anticuerpos que han sido modificados, p. ej., por glicosilacion, acetilacién, pegilacion,
fosforilacién, amidacién, derivatizaciéon por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisién proteolitica, unién a un
ligando celular u otra proteina, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas puede llevarse a cabo mediante
técnicas conocidas, incluyendo, pero sin limitarse a, escisibn quimica especifica, acetilacién, formilacién, sintesis
metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, el derivado puede contener uno 0 més aminoacidos no clasicos.

[0129] Se pueden proporcionar kits, donde el kit comprendera reactivos de tincién que son suficientes para identificar
diferencialmente las AMLSC descritas en el presente documento. Una combinacién de interés puede incluir uno o mas
reactivos especificos para un marcador o combinacién de marcadores de la presente divulgacién, y puede incluir ademas
anticuerpos especificos para CD96, CD34 y CD38. Los reactivos de tinciéon son preferiblemente anticuerpos, y pueden
estar marcados de forma detectable. Los kits también pueden incluir tubos, tampones, etc., e instrucciones de uso.

[0130] Debe entenderse que esta invencidn no esté limitada a la metodologia, protocolos, lineas celulares, especies
animales o géneros y reactivos particulares descritos, ya que pueden variar. También debe entenderse que la terminologia
empleada en el presente documento tiene por objeto describir Unicamente realizaciones particulares y no pretende limitar
el alcance de la presente invencion, que estara limitada Gnicamente por las reivindicaciones adjuntas.

[0131] Tal como se utilizan aqui, las formas singulares "un/una", y "el/la" incluyen una referencia plural a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "una célula" incluye una pluralidad de tales
células y la referencia a "el cultivo” incluye la referencia a uno o mas cultivos y equivalentes de los mismos conocidos por
los expertos en la materia, y asi sucesivamente. Todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que cominmente se entiende para un experto en la materia a la que pertenece
esta invencién, a menos que se indique claramente lo contrario.

EXPERIMENTAL
Ejemplo 1

Identificacion de moléculas de superficie celular expresadas preferentemente en células madre humanas de leucemia
mieloide aguda en comparacién con sus homélogas normales

[0132] /dentificacién Prospectiva de un Progenitor Multipotente Humano, la Célula de Origen de las LSC de AML. La
identificacién de las moléculas de superficie celular que se expresan preferentemente en las LSC de AML se facilitaria
enormemente determinando la célula dentro de la jerarquia hematopoyética normal que sufre la transformacién para
convertirse en una LSC de AML. La opiniéon predominante en este campo ha sido que las LSC de AML surgen de las
células madre hematopoyéticas (HSC), ya que ambas poblaciones de células madre estan enriquecidas en células Lin-
CD34+CD38-. Sin embargo, se ha demostrado que las HSC humanas expresan CD90, mientras que las LSC de AML son
CD90-. Ademas, se observd que las HSC de pacientes con AML 1(8;21) en remisién a largo plazo contenian el producto
de la translocacion AML1-ETO, lo que sugiere que las HSC eran preleucémicas y que la transformacién completa en LSC
de AML se produjo en un progenitor posterior.

[0133] Aunque es ciertamente posible que las HSC sean de hecho la célula de origen de las LSC de AML, y que estas
células pierdan la expresién de CD90 como consecuencia de la transformacién, también es posible que las LSC de AML
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se originen de células Lin-CD34+CD38-CD90- descendentes. Hemos utilizado un modelo de xenotrasplante en recién
nacidos NOD/SCID/IL-2R gamma null (NOG) para evaluar la funcién de las subpoblaciones de sangre de corddn Lin-
CD34+CD38-, identificadas en funcién de la expresion de CD90 y CD45RA. Las células Lin-CD34+CD38-CD90+
produjeron un injerto multilineal a largo plazo y formaron trasplantes secundarios satisfactorios, por lo que contenian HSC.
El trasplante de células purificadas Lin-CD34+CD38-CD90-CD45RA- dio lugar a niveles mas bajos de injerto multilineal
en receptores primarios, y a una capacidad reducida estadisticamente significativa de formar trasplantes secundarios a
largo plazo. De hecho, con el trasplante de 50 células purificadas, estas células no consiguieron injertarse a largo plazo,
a diferencia de las HSC Lin-CD34+CD38-CD90+. Asi pues, las células Lin-CD34+CD38-CD90-CD45RA- son
multipotentes y poseen una capacidad de autorrenovacién limitada. Estas células se denominan progenitores
multipotentes (MPP) y representan la posible célula de origen de las LSC de AML.

[0134] Uso de Perfiles de Expresién Génica para Identificar Moléculas de Superficie Celular Preferentemente Expresadas
en LSC de AML Comparadas con sus Contrapartes Normales, HSC y MPP. Las moléculas de superficie celular que se
expresan preferentemente en las células madre humanas de la leucemia mieloide aguda (LSC de AML) en comparacion
con sus homdlogas normales tienen aplicaciones terapéuticas que se describen a continuacién. Una estrategia para
identificar estas moléculas ha consistido en generar perfiles de expresién génica de las LSC de AML y de las HSC y MPP
normales, y compararlos en busca de genes expresados de forma diferencial.

[0135] HSC y MPP de médula ésea normal (n=4) y LSC de AML (n=9) fueron purificadas por FACS. Se preparé ARN
total, se amplificé y se hibridé en micromatrices de ADN humano de Affymetrix. El analisis estadistico identific6 4037
genes expresados diferencialmente entre HSC y LSC, y 4208 genes expresados diferencialmente entre MPP y LSC, con
p<0,05 y una Tasa de Falsos Descubrimientos del 5% (Figura 1A). La investigacién de estos genes expresados
diferencialmente identificé 288 y 318 moléculas de superficie celular expresadas preferentemente en LSC de AML en al
menos 2 veces en comparacién con HSC y MPP, respectivamente. Se indican algunos miembros seleccionados de esta
lista, incluidos muchos con la mayor expresidn preferente en LSC de AML (Figura 1B, Tabla 1).
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[0136] CD47 facilita el injerto, inhibe la fagocitosis y se expresa en mayor medida en las LSC de AML. Desde hace tiempo
se reconoce que el sistema inmunitario innato, a través de las células efectoras natural killer (NK), actiia en la eliminacién
de células no propias y aberrantes. Las células NK eliminan células diana reconocidas por una variedad de receptores
activadores de células NK que se unen a ligandos presentes en muchas células normales; sin embargo, la expresidén de
moléculas propias del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | puede proteger a una célula al unirse a
receptores inhibidores de NK.

[0137] Estos receptores inhibidores a menudo contienen motivos inhibidores basados en tirosina inmunorreceptora (ITIM)
que reclutan y activan las tirosina fosfatasas SHP-1 y SHP-2, que a su vez inhiben la transduccién de sefiales de los
receptores activadores. Cada vez hay méas pruebas de que las células efectoras derivadas de monocitos, como los
macréfagos y las células dendriticas, también participan en la eliminacion de células no propias y aberrantes, mediada
por una serie de receptores activadores. Estas células efectoras también expresan el receptor inhibidor, la proteina
reguladora de sefiales alfa (SIRPy), que contiene un motivo ITIM capaz de reclutar y activar las fosfatasas SHP-1 y SHP-
2, lo que provoca la inhibicién de la fagocitosis. Varios estudios han identificado CD47 como el ligando de SIRP,. CD47
es una proteina transmembrana ampliamente expresada, identificada originalmente como proteina asociada a integrinas
(IAP) debido a su asociacidn fisica con varias integrinas.

[0138] CD47 se ha implicado en una serie de procesos que incluyen la activaciéon plaquetaria, la motilidad y adhesién
celular, y la adhesién, migracidn y fagocitosis leucocitaria. La interaccién CD47-SIRP,, ha sido implicada en la inhibicién
de la fagocitosis a partir de una serie de estudios. En primer lugar, los macréfagos esplénicos eliminaron rapidamente del
torrente sanguineo los glébulos rojos de ratén deficientes en CD47, pero no los de tipo salvaje, cuando se transfundieron
a ratones de tipo salvaje, y este efecto dependia de la interaccién CD47-SIRP,. Los linfocitos y células de médula 6sea
deficientes en CDA47, pero no los de tipo salvaje, también se eliminaron rapidamente tras el trasplante a receptores
congénitos de tipo salvaje mediante fagocitosis mediada por macréfagos y células dendriticas. Otras pruebas sugieren
que la interaccibn CD47-SIRP, puede inhibir la fagocitosis estimulada por el reconocimiento de IgG o de células
opsonizadas por el complemento. Asi pues, CD47 funciona como un regulador critico de la fagocitosis de macréfagos y
células dendriticas al unirse a SIRPq y emitir una sefial inhibidora dominante.

[0139] Determinamos la expresiéon de CD47 en LSC de AML humana y HSC normal por citometria de flujo. Se analizé la
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expresion superficial de CD47 en las HSC (Lin-CD34+CD38-CD90+) de tres muestras de sangre periférica movilizada
humana normal y en las LSC de AML (Lin-CD34+CD38-CD90-) de siete muestras de AML humana (Figura 2). CD47 se
expresaba en niveles bajos en la superficie de las HSC normales; sin embargo, su expresién media era aproximadamente
5 veces mayor en las LSC de AML, asi como en los blastos leucémicos masivos.

[0140] El Anticuerpo Monoclonal Anti-CD47 Humano Estimula la Fagocitosis e Inhibe el Injerto de LSC de AML. Para
probar el modelo de que la sobreexpresién de CD47 en las LSC de AML impide la fagocitosis de estas células a través
de su interaccidén con grpq, €n las células efectoras, hemos utilizado un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47
conocido por interrumpir la interaccién CD47-SIRPa. El hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal CD47 ratén-
antihumano, denominado B6H12, se obtuvo de ATCC vy se utilizd para producir anticuerpo purificado. En primer lugar,
realizamos ensayos de fagocitosis /n vitro. Las LSC primarias de AML humana se purificaron mediante FACS a partir de
dos muestras de AML humana y, a continuacién, se cargaron con el colorante fluorescente CFSE. Estas células se
incubaron con macrofagos derivados de médula ésea de raton y se controlaron mediante microscopia de
inmunofluorescencia (Figura 2) y citometria de flujo (Figura 3) para identificar las células fagocitadas. En ambos casos,
no se observé fagocitosis en presencia de un anticuerpo de control del isotipo; sin embargo, se detectd una fagocitosis
significativa con la adicién del anticuerpo anti-CD47. Asi, el bloqueo de CD47 humano con un anticuerpo monoclonal es
capaz de estimular la fagocitosis de estas células por macréfagos de ratén.

[0141] A continuacién investigamos la capacidad del anticuerpo anti-CD47 para inhibir el injerto de LSC de AML in
vivo. Dos muestras primarias de AML humana se trataron o recubrieron con el anticuerpo anti-CD47 antes del trasplante
en ratones recién nacidos NOG. 13 semanas después, los ratones fueron sacrificados y se analizé el injerto de leucemia
humana en médula 6sea mediante citometria de flujo (Figura 5). Los ratones de control mostraron un injerto leucémico,
mientras que los trasplantados con las células recubiertas de anti-CD47 mostraron un injerto escaso o nulo. Estos datos
indican que el bloqueo de CD47 humano con un anticuerpo monoclonal es capaz de inhibir el injerto de LSC de AML.

[0142] CD96 es una molécula de superficie celular especifica de las células madre de la leucemia mieloide aguda
humana. CD96, originalmente denominada Tactile, se identific por primera vez como una molécula de superficie de las
células T que se regula al alza en el momento de su activacién. EI CD96 se expresa en niveles bajos en las células T y
NK en reposo y aumenta fuertemente en ambos tipos de células tras la estimulacién. No se expresa en otras células
hematopoyéticas, y el examen de su patrén de expresion demostré que, por lo demas, sélo estad presente en algunos
epitelios intestinales. El dominio citoplasmatico de CD96 contiene un motivo ITIM putativo, pero se desconoce si funciona
en la transduccién de sefiales. CD96 promueve la adhesién de las células NK a las células diana que expresan CD155,
lo que resulta en la estimulacion de la citotoxicidad de las células NK activadas.

[0143] Expresién Preferencial en Superficie Celular de Moléculas Identificadas a partir del Analisis de Expresion
Génica. Ademas de CD47 y CD96, se sabe que varias de las moléculas enumeradas en la Figura 2B se expresan en las
LSC de AML, entre ellas: CD123, CD44, and CD33. Las moléculas restantes no se han descrito previamente ni se han
identificado como expresadas preferentemente en las LSC humanas de AML en comparacién con sus homélogas
normales. Hemos examinado la expresidn de la superficie celular de dos de estas moléculas mediante citometria de flujo
para determinar si existe una expresién preferente en las LSC de AML en comparacién con las HSC normales.

[0144] Para evaluar los otros genes candidatos de la Figura 1B, examinamos esta lista en busca de aquellas moléculas
que no es probable que se expresen en las HSC normales basandonos en los valores de expresién brutos de la matriz. A
continuacién, utilizando informes publicados, investigamos el patrén de expresién tisular de estos genes, con el fin de
identificar aquellos con patrones de expresién muy restringidos para los que los anticuerpos monoclonales tendrian pocos
objetivos ademas de las células leucémicas. Basandose en estos métodos, se identificaron dos genes
prometedores: Receptor 2 de la hormona paratiroidea y Receptor celular 2 del virus de la hepatitis A (también conocido
como TIM-3: inmunoglobulina de células T mucina 3). El receptor 2 de la hormona paratiroidea (PTHR2) se expresa
normalmente en el pancreas y en algunas zonas del sistema nervioso central. Su ligando principal es un péptido
denominado péptido tuberoinfundibular 39 (TIP39). El Receptor Celular 2 del Virus de la Hepatitis A (HAVCR2) se expresa
normalmente en un subconjunto de linfocitos T. Su ligando principal es una molécula denominada Galectina-9.

[0145] La validacién de secuencias adicionales utiliza anticuerpos especificos y pruebas por citometria de flujo, con
comparacién con células progenitoras multipotentes normales.

Ejemplo 2

[0146] CD99 es una glicoproteina de superficie con la mayor expresién en células T donde puede funcionar en la adhesién
celular. La expresion de CD99 en HSC (Lin-CD34+CD38-CD90+) de tres muestras de sangre de cordén umbilical humana
normal y LSC de AML (Lin-CD34+CD38-CD90-) de siete muestras de AML humana se determiné mediante citometria de
flujo (Figura 6). EI CD99 se expresaba en niveles bajos en la superficie de las HSC normales; sin embargo, en promedio,
se expresa aproximadamente 5 veces mas en las CLL de la AML. El CD97 se expresa normalmente en la mayoria de las
células hematopoyéticas maduras y se regula al alza en los linfocitos activados, donde puede desempefiar una funcién
en la migracién y adhesidn celulares. Los perfiles de expresidén génica indican una expresién de CD97 de baja a ausente
en las HSC y las MPP, con una expresidén aproximadamente 10 veces mayor en las LSC de AML. La expresién de CD97
en las HSC de sangre de cordén umbilical normal y en las LSC de AML se examind mediante citometria de flujo y se
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observé que estaba ausente en las HSC y era elevada en 5 de las 7 muestras de LSC de AML (Figura 7).

[0147] Examinamos la expresién superficial de CD97, CD99, CD180 y TIM3 (HAVCR?2) en varias muestras de HSC (tanto
de médula 6sea normal como de sangre de cordén umbilical) y multiples muestras de AML humana de novo, utilizando
citometria de flujo. Encontramos una expresiéon aumentada de cada una de estas moléculas en las LSC de AML con una
expresién baja o ausente en las HSC (Figuras 8-10). También investigamos la expresion de PTH2R en HSC de médula
6sea y LSC de AML mediante PCR cuantitativa en tiempo real, ya que no se dispone de ningln anticuerpo monoclonal
validado para citometria de flujo para este antigeno. No encontramos expresién de PTHR2 en HSC con expresién
aumentada en LSC de AML.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47 que bloquea la interaccién de CD47 con SIRPa, para su uso en el
tratamiento de una afeccién preleucémica mediante la inhibicién del injerto de células madre leucémicas (LSC) de AML,
en el que el bloqueo de la interaccién de CD47 con SIRPa estimula la fagocitosis de LSC de AML por macréfagos.

2. El anticuerpo monoclonal para uso de la reivindicacién 1, en el que la afeccién preleucémica es un sindrome
mielodisplasico (SMD) o un trastorno mieloproliferativo (TMP).
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FIGURA 1(B}
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