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DESCRIPCION
Métodos para identificar condiciones que afectan a un estado celular
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere generalmente a métodos para identificar uno o mas agentes. En particular, esta
invencion pertenece a métodos para identificar condiciones que promueven, permiten, inhiben o mantienen ciertos
estados celulares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las células diferenciadas comienzan su vida como células pluripotentes, tipicamente denominadas células
madre. Las células madre pluripotentes son células que todavia no se han asignado a un determinado fenotipo. El
término "pluripotente” se refiere a esta capacidad, es decir, la capacidad de una célula madre de diferenciarse en
cualquier numero de células maduras. Por ejemplo, las células madre de la médula 6sea pueden formar glébulos rojos o
glébulos blancos dependiendo del ingrediente quimico al que se expongan estas células. Los factores particulares o
conjuntos de factores actdan sobre la célula madre dirigiéndolas hacia un determinado fenotipo. Dependiendo de qué
factores o conjunto de factores actiian sobre una célula madre particular, la célula madre se diferenciara en una célula
madura comprometida, tal como un linfocito T. A menudo no s6lo es un factor el que determina el destino de una célula
madre. Tipicamente, es una combinacion de factores que promueve una via de diferenciacion particular. La Figura 6
ilustra un proceso de diferenciacion tipico a partir de una célula madre. Por tanto, las células pueden tener multiples vias
diferentes. Las flechas indican sitios potenciales para qué las células se diferencian, desdiferencian, transdiferencian o
regeneran.

A menudo determinadas poblaciones de células desempefian un papel critico en, por ejemplo, en la lucha
contra enfermedades. Por ejemplo, los glébulos blancos como un total los emplea el cuerpo para luchar contra
bacterias, virus e invasiones parasiticas. Dentro del agrupamiento de glébulos blancos hay células especificas que
tienen funciones particulares. Por ejemplo, el sistema de inmunidad especifica esta compuesto linfocitos. Los linfocitos
pueden ser linfocitos T o linfocitos B. Los primeros se pueden subdividir en, por ejemplo, células T auxiliares y
citotdxicas. Los ultimos, los linfocitos B se pueden diferenciar adicionalmente en células de memoria o células
plasmaticas (células que producen proteinas solubles denominadas anticuerpos). Todas estas células tienen fenotipos
especificos asociados con las mismas; ademas también pueden compartir algunas caracteristicas. Alguna de las
caracteristicas fenotipicas son antigenos particulares que se producen en la superficie de una célula diferenciada. Por
ejemplo, las células T auxiliares producen un antigeno denominado CD4, mientras que las células T citotoxicas
producen un antigeno CD8. Estos antigenos permiten un método para identificar ampliamente una poblacién celular.
Incluso algunos tipos celulares se pueden identificar por un marcador, puede que no todas las células de una poblacion
de células que expresan un marcador funcionen igual. Por tanto, no todas las células T citotéxicas CD8 responderan a
los antigenos igual. Una poblacion de células T citotoxicas CD8 consistird en células en estados celulares variables
incluso aunque todas las células puedan expresar CD8. Por tanto, todas las células de una poblacion pueden ser
positivas para CD8, pero pueden variar en la expresion de multiples marcadores distintos o en la secrecién de factores.
Seria deseable identificar los estados celulares de diferentes de células que expresan CD8 para determinar qué factores
producen ese estado celular y en que se diferencia este estado celular de otros estados celulares. De la misma manera,
es deseable caracterizar el estado celular para muchos otros tipos celulares.

Las células del sistema inmune, especificas de antigeno o no, experimentan diferenciacion celular. Los factores
celulares influyen la via especifica de diferenciacion. Algunos de los factores celulares asociados con diferenciacion
celular particular ya se han esclarecido. En un entorno terapéutico, es deseable tener la capacidad de aislar células
madre vy dirigirlas hacia un cierto fin, por ejemplo, la produccion de células T auxiliares. Aunque se han identificado los
factores individuales que influyen en la diferenciacion o pequefias combinaciones de factores que influyen en la
diferenciacion, no se ha caracterizado la combinacién compleja de factores o condiciones que afectan a la diferenciacion
celular y el estado celular. Por ejemplo, se puede conocer que la interleucina 6 provoca los efectos de diferenciacion
sobre las células T citotoxicas CD8, pero no se sabe que mezcla de factores generan las células T citotoxicas CD8 que
tienen la respuesta mas intensa frente a antigeno.

Para algunas condiciones clinicas, puede no ser deseable hacer que una célula no diferenciada se diferencie.
También puede ser deseable desdiferenciar una célula, por ejemplo ir de una célula diferenciada a una célula
desdiferenciada. Se conocen pocos factores celulares individuales implicados en este proceso. La desdiferenciacion
celular es probable que implique una mezcla compleja de factores celulares y no uno o dos factores individuales que se
puedan identificar facilmente. En otras condiciones clinicas, puede ser deseable provocar la transdiferenciacion, por
ejemplo, ir de un tipo de célula diferenciada a otro tipo de célula diferenciada. Este proceso puede convertir una célula
madura en otras células maduras que tienen un fenotipo diferente. De manera similar, la transdiferenciacion celular es
probable que impligue una mezcla compleja de factores celulares y no uno o dos factores individuales que se puedan
identificar facilmente.

La exploracion tradicional para el esclarecimiento de diversos factores celulares responsables de la
diferenciacion celular a menudo es tediosa y requiere mucho trabajo. Ademas, la exploracién de alto rendimiento
tradicional respecto a la actividad de factores implica el ensayo de factores individuales. El ensayo de mdltiples factores
puede ser muy dificil para un sistema que no solo ensaya la diferenciacién celular, pero también ensaya respecto al
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estado celular. Por ejemplo, si se ensayan 5 factores diferentes a tres concentraciones diferentes combinadas en trios
en dos dimensiones temporales diferentes, se tendrian 7.110 experimentos posibles si se comprobara un resultado. El
namero de experimentos aumentaria a 28.440 si se comprobaran cuatro resultados. El ensayo de una combinacion
compleja de factores y la busqueda de mdltiples estados celulares en tipos especificos de células no se pueden
conseguir con sistemas farmacéuticos tradicionales de alto rendimiento. Los sistemas de alto rendimiento actuales estan
limitados tipicamente en variedad de entradas o variedad de salidas. Por tanto, los sistemas actuales no dirigen de
manera adecuada el gran espacio experimental en relacion con el estado celular. Se necesita un nuevo tipo de sistema
gue pueda analizar los datos de entrada y la salida del complejo y agrupar los datos en un formato que se pueda leer.

Cada una de las técnicas mencionadas anteriormente debe estar acoplada con una forma de andlisis de datos
y técnicas de manipulacion para permitir la recoleccién y procesamiento de datos de cientos o miles de muestras. Estas
y otras dificultades se superan por los métodos descritos en el presente documento.

El documento US 6.468.476 proporciona métodos para una deteccién potenciada de patrones de respuesta
biologica (estados celulares). Dichas respuestas se agrupan de acuerdo con la similitud de su perfil biologico. Los
métodos descritos son Utiles en el descubrimiento de farmacos. Los métodos se pueden usar para comparar las
respuestas biologicas con sensibilidad muy potenciada. El documento describe entre otros células de levadura en
crecimiento en presencia de al menos 18 agentes diferentes (por ejemplo FK506, concentraciones diferentes del
mismo); el analisis de la expresion de marcadores (expresion génica) después de un periodo predeterminado de tiempo
(crecimiento de las células de levadura a una DO600 de 1) y el andlisis de los datos de expresion por andlisis de
aglomerados (se seleccionan 48 de entre 6000 genes). El agrupamiento de los genes se representa en un grafico. El
agrupamiento de marcadores con expresion similar comprende el calculo de las distancias Euclidianas entre genes y
perfiles para identificar marcadores covariables. El patrén mostrado en la Figura 16 se interpreta como un "Grafico de
Tartdn" puesto que muestra un patréon de tartdn. El documento US 6.468.476 proporciona una guia detallada de las
operaciones matematicas a aplicar sobre los datos obtenidos.

Edward et al., (2004) Current Opinion in Chemical Biology, 8(4), pag. 392-398 revisa los métodos que usan el
sistema citometria de flujo para las aplicaciones de exploraciones de alto rendimiento. Dichas técnicas permiten el
andlisis cuantitativo simultaneo de células con marcadores Opticos mdltiples correlacionados con una respuesta
biolégica (reflejan un estado celular). Edwards et al., (2004) describe adicionalmente experimentos que usan 4
marcadores diferentes analizados en la poblacién celular después de la exploracién respecto a ciertos ligandos. El
documento, adicionalmente, hace observaciones sobre la adquisicion de datos y el andlisis de conglomerados
generados por multiples situaciones.

Edward et al.,, (2001) Journal of Biomolecular Screening, Larchmont, NY, NS, 6(2), pag. 83-90 describe
métodos y medios para ensayos exploracion de farmacos. El ensayo comprende deteccién por citometria de flujo de
estados celulares por citometria de flujo por lo que las células se toman de pocillos de placas de microtitulacion después
de la incubacién con agente particular. Se analizaron Los datos fluorescentes obtenidos de muestreo multipocillo. Los
algoritmos de software identificaron conglomerados de datos que representaban células de pocillos de muestras
individuales.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para identificar agentes que afectan al estado celular. En particular,
la presente invencion proporciona métodos rapidos y eficaces para identificar agentes que afectan al estado celular.

En una realizacion, los métodos se dirigen hacia la exploracién de combinaciones de complejos de agentes
respecto a su capacidad de afectar al estado celular. Esta realizacion, las células se incuban en condiciones adecuadas
y se someten a agentes diferentes. Después de una cantidad de tiempo apropiada, se ensayan las células para
determinar qué caracteristicas poseen, si es que poseen alguna. Las caracteristicas celulares se organizan de un modo
gue se puedan identificar sus estados celulares diferentes y nuevos.

Los métodos para identificar un estado celular comprenden proporcionar una serie de receptaculos
conteniendo cada uno células que se van a investigar, someter dichas células en diferentes receptaculos a diferentes
agentes, esperar un periodo predeterminado de tiempo antes de analizar dichas células, analizar dichas células
respecto a la expresion de al menos 5 marcadores, crear un espectro que representa la presion de marcadores de una
poblacién celular y adoptar dichas poblaciones celulares con espectros similares. El agrupamiento se representa en un
diagrama o gréfico. En otro aspecto, el estado celular se produce en presencia de al menos tres condiciones de
tratamientos diferentes, cinco condiciones de tratamiento diferentes, ocho condiciones de tratamiento diferentes o diez
condiciones de tratamiento diferentes. En otro aspecto, las condiciones de tratamiento varian por el agente o agentes
afladidos a los receptaculos. En un aspecto adicional, el estado celular se produce en presencia de al menos tres
condiciones de tratamiento diferentes. El agrupamiento se produce calculando la distancia Euclidiana entre el espectro
de diferentes condiciones de tratamiento y ordenando las medidas de distancia de todos los espectros en un grafico
Tartdn basandose en la similitud. En una realizaciéon, dicho método comprende adicionalmente las etapas de
representar graficamente células con marcadores de expresion similares en perfiles que comprenden un primer eje que
representa al menos dos marcadores y un segundo eje que representa el nimero de células positivas que expresan
dichos marcadores.

En una realizacion, los agentes varian en una 0 mas variables seleccionadas de las siguientes: una primera
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variable de agente que se refiere al nimero de agentes afiadidos a dicho receptaculo; una segunda variable de agente
gue se refiere a la temporizacion de la adicion del agente en un receptaculo; una tercera variable de agente que se
refiere a la cantidad o concentracion del agente afiadido a un receptaculo; una cuarta variable que se refiere a la
identidad o tipo de agente afiadido en un receptaculo y una quinta variable que se refiere al periodo de tiempo que un
agente esta presente en un receptéculo.

En otra realizacion, un método para identificar un estado celular comprende proporcionar una serie de
receptaculos conteniendo cada uno células que se van a investigar, someter dichas células en diferentes receptaculos a
diferentes agentes, esperar un periodo predeterminado de tiempo antes de analizar dichas células, analizar dichas
células respecto a la expresion de marcadores, crear un espectro que representa la expresion de marcadores de una
poblacion celular y agrupar dichas poblaciones celulares con espectros similares, definiéndose dichos estados celulares
por al menos 25 condiciones de tratamiento diferentes que tienen perfiles similares. En un aspecto, los estados
celulares se identifican por al menos 50 o 100 condiciones de tratamiento diferentes que tienen perfiles similares .Los
perfiles similares se determinan calculando la distancia Euclidiana entre el espectro de condiciones de tratamiento
diferentes y ordenando las medidas de distancia de todos los espectros en un grafico Tartan basandose en la similitud.

Un método para identificar un estado celular comprende las etapas de proporcionar una poblacién celular,
introducir un conjunto de agentes a la poblacion celular, detectar un conjunto de marcadores y crear un perfil. En un
aspecto, la poblacion celular puede ser una poblacién celular heterogénea u homogénea. En otro aspecto, la poblacion
celular puede ser de células animales o células vegetales. En otro aspecto, la poblacién celular procede de células
seleccionadas del grupo que consiste en células epiteliales, células endoteliales, células madre, células mesenquimales,
fibroblastos, células neuronales, células hematopoyéticas y células progenitoras. En otro aspecto, las poblaciones
celulares estan esencialmente en el mismo ciclo celular.

En una realizacion, el conjunto de agentes comprende al menos 2, al menos 3, al menos 5, al menos 10, al
menos 15, entre 2 'y 20, entre 4y 10, entre 2y 8 0 entre 5y 12 agentes. En un aspecto, los agentes se introducen a una
0 mas concentraciones. Los agentes son proteinas o pequefias moléculas.

En una realizacién, el marcador es la expresion de una molécula determinada; secrecion de un determinado
agente, un fenotipo especifico; pérdida de una molécula especifica; un cambio en la permeabilidad de membrana; un
cambio en el potencial eléctrico; muerte celular; migracion celular; diferenciacion celular; cambio de la expresion génica;
cambios en los niveles de proteinas; fosforilacién; metilacion o acetilacién. El perfil comprende al menos cinco
marcadores y puede comprender al menos 10 marcadores o al menos 15 marcadores. En otro aspecto, el marcador de
deteccioén es un anticuerpo, receptor; ligando, molécula antisentido, molécula pequefia y conclusion indicadora.

Un método para crear un perfil comprende las etapas de seleccionar un conjunto de marcadores, detectar
dichos marcadores en una poblaciéon de células y crear una representacion grafica del porcentaje de células que
expresan un marcador particular. Un método para inducir un estado celular especifico se describe, el cual comprende
las etapas de identificar una poblacidn celular deseada, crear un perfil especifico para dicha poblacion celular deseada;
crear una poblacion celular inducida con un conjunto de agentes, identificar un perfil para dicha poblacion celular
inducida con dicho conjunto de agentes y comparar dicho perfil especifico para dicha poblacion celular deseada con
dicho perfil para dicha poblacién celular inducida con dicho conjunto de agentes. Se describe un método para identificar
condiciones que inducen un estado celular especifico que comprende las etapas de identificar una poblacion celular
deseada, crear un perfil especifico con un conjunto de marcadores especificos para dicha poblaciéon celular deseada,
incubar una poblacién celular con un conjunto de agentes, identificar un perfil con el mismo conjunto de marcadores
para dicha poblacion celular inducida con dicho conjunto de agentes y comparar dicho perfil especifico para dicha
poblacion celular deseada con dicho perfil para dicha poblacion celular inducida con dicho conjunto de agentes. Un perfil
puede comprender un eje que representa al menos dos marcadores y un eje que representa el porcentaje de células
positivas que responden a dichos marcadores. El porcentaje de células positivas puede calcularse haciendo la media
del porcentaje de células que expresan un marcador particular a partir de al menos dos poblaciones de ensayo de
células.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 ilustra (a) un histograma tipico y (b) un perfil formado a partir de los histogramas;
La Figura 2 son tres ejemplos de perfiles (a, b y c);
La Figura 3 es una matriz generada a partir de perfiles multiples;
La Figura 4 es una vista de los datos de matriz que muestran grupos de similitudes;
La Figura 5 es un grafico de un proceso ejemplar de esta invencion;
La Figura 6 es un grafico de una via de diferenciacion de células madre tipica;
La Figura 7 es una representacion gréafica de expresion de marcador HL-60;

La Figura 8 es una representacion grafica de células HL-60 seleccionada respecto a la expresion de marcador
mieloide;
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La Figura 9 es un perfil que compara la dominancia de factores;

La Figura 10 es un grafico que compara la velocidad de apoptosis de células HL-60 después del tratamiento
con idarubicina y agentes adicionales y

La Figura 11 es una representacion del tipo de datos usados en la generacion de un perfil.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a métodos para identificar agentes que afectan al estado celular. En particular,
la presente invencion proporciona métodos rapidos y eficaces para las condiciones del complejo de exploracion que
promueven, permiten, inhiben o mantienen un determinado estado celular. Adicionalmente, la invencién proporciona
métodos que se usan para explorar condiciones que modulan determinadas respuestas biolégicas, tales como muerte
celular, diferenciacion celular proliferacion celular, expresion de receptores, expresion génica, sensibilidad celular a
estimulos y similares.

Para los fines de esta invencion, "agente” incluye, pero sin limitacion, factores solubles, factores insolubles,
componentes de matriz celular, proteinas, péptidos, carbohidratos, pequefias moléculas, moléculas inorganicas,
moléculas organicas, medio acondicionado, extractos celulares, extractos tisulares, modificadores de pH, gases
modificables de presién osmotica, modificadores de fuerza idnica, virus, ADN, ARN, fragmentos génicos, moduladores
de temperatura, moduladores de estrés mecanico y moduladores de presion.

Para los fines de esta invencién, "condiciones complejas" se define como condiciones en las cuales al menos
tipo celular esta sometido al menos dos agentes diferentes.

Dados los fines de este invencion, "marcador” se define como un tipo de identificacion para un estado celular.
Un marcador puede ser expresion de determinada molécula, secrecion de un agente determinado, un fenotipo
especifico, pérdida de una molécula especifica, un cambio en la permeabilidad de membrana, un cambio en el potencial
eléctrico, muerte celular, migracion celular, diferenciacion celular, cambios de la expresién génica, cambios en los
niveles proteicos, fosforilacion, metilacion, acetilacién o cualquier otra caracteristica que se pueda usar para diferenciar
entre diferentes estados celulares.

Para los fines de este invencion, "estado celular" significa una condicion de una célula en la que la célula
expresa factores especificos, responde de un modo particular a agentes, tiene un perfil metabdlico especifico, tiene un
perfil de expresion proteico o génico especifico o tiene una morfologia especifica.

Las realizaciones de este invencién pueden: detectar estados celulares no esperados.

La presente invencion emplea el uso de células. Estas células se pueden obtener a partir de un tejido fresco,
pueden ser de una linea celular inmortalizada y similares. El sistema celular puede comprender una poblacion celular
homogénea. Como alternativa, el sistema celular puede comprender una poblacion heterogénea de células. Las células
pueden tener el mismo origen y estado de diferenciacién. Como alternativa, la célula puede tener el mismo origen y aln
diferir en su estado de diferenciacion. En otro aspecto, las células pueden ser de diferente origen. Por ejemplo, las
células madre pueden proceder de un embrién o de médula 6sea. Las células pueden ser homogéneas respecto a su
fenotipo o pueden ser heterogéneas respecto a su fenotipo, como se pone en evidencia, elaborando diferentes
antigenos de superficie celular. Las células usadas pueden estar en diferentes fases mitéticas o pueden estar
sincronizadas. En un aspecto, las células tienen un ciclo corto.

La muestra celular empleada puede ser de células animales o vegetales o una combinacion de las mismas. En
otro aspecto, una linea celular hospedadora comprende las siguientes caracteristicas: tienen un ciclo corto (es decir,
alrededor de 20-36 horas de tiempo de duplicacion), sensible a procedimientos de alto rendimiento sin pérdida indebida
de integridad membrana o viabilidad, susceptible a técnicas convencionales disefiadas para introducir varios agentes,
incluyendo proteinas, péptidos, acidos nucleicos, carbohidratos y una combinacion de los mismos. Una elaboracion de
esa caracteristicas se puede encontrar en el documento WO 03/008648. En un aspecto, las células usadas tienen una
deficiencia, genética o de otro tipo, indicativa de una patologia.

Las células tipicas que se puede usar en este invencion estan disponibles a partir de la Compafiia de Cultivo
de Tejidos Americana. Cualquiera de las células disponibles a partir de la Compafiia de Cultivo de Tejidos Americana se
podria usar en este invencion. Por ejemplo, una linea celular tipica que se puede emplear es la célula de leucemia
promielocitica HL60 (ATCC N° CCL-240). Otras células apropiadas para esta invencion incluyen, pero sin limitacion, Hs
855. T, HS-5, 2E8, HCN-2, FCH, J26, HF 345.We, 293, WI-38, CTLL y TM3. La amplitud de esta invenciéon no esta
limitada por el tipo de células usadas. Por ejemplo, las células pueden proceder de células epiteliales, células
endoteliales, células madre, células mesenquimales, fibroblastos, células neuronales, células hematopoyéticas,
embriones y otros.

En un ejemplo, el ensayo es un ensayo no destructivo (por ejemplo, un ensayo basado en células en el que se
puede obtener una medida del efecto de un agente sin dafiar las células). Dicho ensayo permite mudltiples
combinaciones por pocillo. Por ejemplo, el agente A se afiade a concentraciones en aumento a un pocillo y se toma una
medida de marcador después de cada adicion de agente. Cuando se consigue una concentracion deseada de agente A
(determinada basandose en una respuesta de ensayo a la deseada o en propiedades conocidas - tales como toxicidad,
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solubilidad y similares, del factor), se afiade el agente B en concentraciones en aumento con una medida de marcador
tomada después de cada adicidn. Este proceso se puede repetir muchas veces en un pocillo individual (o usar multiples
pocillos), permitiendo que se realicen cientos, miles o incluso millones de ensayos en una Unica placa.

Los ensayos de comparacion se pueden usar para identificar posibles efectos bioldgicos de condiciones
complejas. Por ejemplo, las combinaciones de agentes que se exploran respecto a su capacidad de inducir una
respuesta biolégica particular, tal como expresion de un marcador particular, se pueden explorar simultdneamente.
Obviamente, las combinaciones que producen el efecto deseado se prefieren, mientras que las combinaciones que no
producen el efecto deseado se prefieren menos. Es importante notar, sin embargo, que las combinaciones menos
preferidas pueden generar el efecto deseado a una concentracion diferente. Las combinaciones de agentes pueden
producir efectos sinérgicos o que son diferentes de los que podrian producir los agentes individualmente.

Las técnicas de cultivo celular para células transformadas y no transformadas se conocen bien en la técnica.
Las células se pueden cultivar y almacenar hasta que se requieran para su uso. El medio usado para el cultivo se puede
disefar especificamente o como alternativa se pueden obtener fuentes comerciales de medio.

La plataforma usada en la presente invencion comprende una serie de receptaculos que pueden recibir células
y medio cultivo. Por ejemplo, una placa de 96 pocillos es una plataforma que se puede usar en la presente invencion.
Otras plataformas multipocillo se usan también dentro del alcance de esta invencién. Las estructuras analogas también
se pueden usar, por ejemplo, tubos de 1,5 ml. Cualquier receptaculo adecuado para sujetar y sostener células esta
dentro del alcance de esta invencién. Una caracteristica preferible del vehiculo de contencién es que permite que el
andlisis sea espectrofotométrico o cualquier otro método analitico bien conocido. Sin embargo, esto no es una limitacion
critica ya que la solucién contenida dentro de una plataforma dada se puede transferir a una plataforma adecuada
susceptible a analisis adicionales. En otro aspecto, la plataforma es susceptible a la adicion de una cubierta protectora,
por tanto, protegiendo contra la entrada de contaminantes.

Las condiciones complejas se pueden examinar para determinar qué efecto tienen sobre una célula intacta, si
tienen alguno. Las condiciones experimentales pueden variar basandose en sus agentes y/o la concentracion de los
agentes. Un aspecto de la invencién se dirige a variaciones basadndose en diferencias en la composicion de agentes.
Por ejemplo, la condicion 1 puede comprender, &cido retinoico, interleucina 6 e interleucina 11, mientras que la
condicién 2 comprende dimetilsulféxido, hormona de crecimiento y factor de crecimiento nervioso. Los agentes pueden
incluir otras clases de moléculas también. Otro aspecto de esta invencidn incluye variar la concentraciéon de uno o mas
agentes. Por ejemplo, tres concentraciones diferentes (alta, media y baja) se pueden usar para estudiar un intervalo de
efectos de concentraciones de agentes. Por tanto, en una realizacion, la concentracion de agente se ensaya en una
concentracion de agente alta, media y baja. Un experto en la materia podria identificar las concentraciones altas, medias
y bajas especificas para cada agente especifico.

Las diferencias entre diversas condiciones, también puede ser diferencias en dimensiones temporales y
espaciales. Las diferencias en la administracion temporal de agentes pueden afectar el estado celular. Por ejemplo, la
administracion de IL-12 a células T provoca la regulacion positiva del receptor regulador inmune CD28. Por tanto, afiadir
B7.1 (el ligando para CD28) después de la regulacién positiva de CD28 podria tener un efecto diferente que afiadir B7.1
al mismo tiempo que la IL-2 o antes de la expresion de CD28. Por tanto, la variacion en la administracion temporal de
agentes puede identificar distintos estados celulares e identificar los agentes que promueven, permiten, inhiben o
mantienen esos estados celulares. En un aspecto de esta invencion, el orden de administracion de agentes varia. Los
agentes se pueden afiadir separados por minutos, separados por horas o separados por dias.

Las variaciones en la administracion espacial de los agentes también pueden afectar el estado celular. Por
ejemplo, la activacion de un anticuerpo unido a la superficie de una perla o una placa se sabe que activa las células de
manera diferente que un anticuerpo libremente soluble. Por tanto, el modo espacial de presentacion puede afectar al
estado celular. Los ejemplos de diferencias especiales se dan cuando los agentes pueden estar libremente solubles, se
pueden unir a una placa, se pueden unir a otra superficie rigida, se pueden aglomerar, se pueden poner en pequefos
espacios, se pueden en poner en grandes espacios o pueden estar recubriendo.

Un cOctel es una composicion que comprende una o mas moléculas de deteccion que son especificas para un
marcador o conjunto de marcadores predeterminado particular. Los cécteles pueden contener 1, mas de 1, mas de 2,
mas de 3, mas de 5, mas de 10, mas de 15 o mas de 20, marcadores de deteccién diferentes. Los cocteles pueden
diferir en sus constituyentes. Por ejemplo, el cdctel 1 contiene anticuerpos A, B y C, mientras que el céctel 2 contiene
anticuerpos D, E y F. Cada uno de estos anticuerpos es especifico y esta dirigido a un marcador particular. Los cOcteles
gue detectan receptores pueden estar compuestos por anticuerpos, ligandos u otras moléculas que pueden unirse al
receptor deseado. En otras realizaciones, un coctel puede comprender un gen marcador tal como una proteina verde
fluorescente. Los cdcteles que detectan ADN o ARN podrian consistir en moléculas de unién a acidos nucleicos. Por
tanto, los componentes de un céctel pueden variar dependiendo del marcador especifico que se estéa explorando.

Las matrices multiples de condiciones experimentales se pueden realizar exponiendo las células a mdltiples
agentes o multiples combinaciones de agentes (incluyendo cambios ambientales, tales como pH, fuerza ionica, etc.).
Cada uno de los cocteles y condiciones individuales se pueden afiadir a unidades individuales (por ejemplo, pocillos)
dentro de la plataforma. Por ejemplo, asumiendo que una placa de 96 pocillos es la plataforma que se utiliza. También
asumiendo que hay tres agentes diferentes (A, B y C) a examinar. Adicionalmente, asumiendo que un coctel comprende
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anticuerpos X, Y y Z y que se usard para detectar la presencia (0o ausencia) de determinados marcadores que
acompafian a la poblacion celular examinada. Asumiendo que el experimento se realiza por triplicado, la placa 1
comprendera, por ejemplo, células en tres pocillos diferentes, lo mismo es valido para la placa 2 y la placa 3. A la placa
1 se afiade la condicion A, a la placa 2 se afiade B y a la placa 3 se afiade C. Se afade el coctel que comprende los
anticuerpos X, Y y Z a las placas 1, 2 y 3. Las células se incuban durante un periodo suficiente en condiciones
adecuadas y después se someten a andlisis. Los histogramas se pueden producir después partir de la realizacion del
andlisis de los marcadores de definicion. Una vez que los histogramas se producen, la informacion contenida en los
mismos se puede transformar en diversas otras formas de representacion de datos, tales como un gréfico. Los agentes
A, By C también se pueden ensayar en diversas combinaciones.

Los agentes usados en un experimento puede que tengan o no actividad/funcién biolégica. Algunos agentes
funcionaran de manera similar de modo que se puedan encontrar relaciones sinérgicas. Otros agentes tendran
diferentes funciones. En un aspecto, el mismo agente se puede ensayar con relaciones o concentraciones diferentes
multiples de agente.

Adicionalmente, otros factores no quimicos se pueden explorar en combinacién con un conjunto especifico de
agente. Los factores no quimicos pueden incluir, pero sin limitacién, luz (visible y fuera del intervalo visible, por ejemplo,
luz infrarroja y luz ultravioleta), radiacion ionizante tal como rayos X y rayos gamma, presion hiperbarica, un aumento o
disminucion de temperatura o pH, sustancias gaseosas tales como oxigeno, nitrégeno, didxido de carbono y similares y
vibraciones acusticas y de cualquier frecuencia.

El ensayo por si mismo puede basarse en un componente celular individual, tal como la presencia o ausencia
de un antigeno, como alternativa se puede basar en una respuesta bioldgica, tal como un cambio en el segundo
mensajero o actividad eléctrica. Cualquier ensayo biolégico que sea Util para ensayar agentes individuales o
combinatorios se adapta faciimente a la presente invencion. Las medidas de ensayo también pueden incluir, por
ejemplo, el transporte de un compuesto a través de la membrana celular, potencial eléctrico, generacion del potencial de
accion, proliferacion celular, muerte celular, especificacion celular, diferenciacion celular, migracién celular, expresion
génica o niveles proteicos (medidos, por ejemplo, detectando ARNm, proteinas o un gen indicador), actividad
enzimatica, fosforilacion, metilacién, acetilacion, translocacion de una proteina al nacleo celular (u otros cambios en el
locus proteico, tal como translocacién de una proteina desde el citosol a la superficie celular), capacidad de resistir una
exposicion patogénica, capacidad para responder a un agente y la capacidad para producir una respuesta inmune.

El método de deteccion puede variar. Se puede usar cualquier sistema de deteccion que pueda detectar los
marcadores aplicables. Los marcadores de deteccion funcionan para detectar un marcador especifico. Los marcadores
de deteccion incluyen, pero sin limitacién, anticuerpos, receptores, ligandos, moléculas antisentido, moléculas pequefias
y construcciones indicadoras (tal como proteina verde fluorescente). El marcador de deteccién usado variara
dependiendo del ensayo biolégico que se realice y el marcador que se desea.

Por ejemplo, si el ensayo se dirige hacia la diferenciacién de una célula a partir de una célula madre a una
célula T auxiliar, entonces un método de deteccién viable es emplear una mezcla de anticuerpos, como los marcadores
de deteccidn especificos hacia aquellos antigenos especificos para células T auxiliares, tales como el antigeno CD4 (el
“marcador”). El anticuerpo primario especifico para, en este ejemplo, el antigeno CD4, se puede marcar usando un tinte
fluorescente o un compuesto radiactivo. Como alternativa, se puede marcar un anticuerpo secundario especifico para el
anticuerpo primario y usarse en la técnica de sandwich bien conocida que amplifica la sefial, en comparacién con el uso
solo del anticuerpo primario marcado. Ambos de estos marcadores se pueden detectar utilizando instrumentos
analiticos bien conocidos.

Los dispositivos de lectura de placas se conocen bien en la técnica. Estos lectores de placa comerciales
pueden analizar una placa convencional, tal como una placa de 96 pocillos. Estos lectores de placa analizaran pocillos
predeterminados y generaran datos sin procesar. Estos datos se pueden transformar después y presentar en una
diversidad de formas.

Los datos se pueden obtener para una o mas muestras eliminando manualmente las plataformas que los
contienen del bloque que las sujeta y presentando las plataformas al dispositivo analitico particular que se esta usando
(por ejemplo, espectrometro de fluorescencia). Una realizaciéon usa un sistema mecanico (tal como un brazo robotico
automatico) para seleccionar o “seleccionar minuciosamente”, plataformas particulares (por ejemplo, las identificadas
como que cumplen determinados criterios por la estacion de visualizacion (vision station)) del blogue o los bloques que
las contienen.

Los marcadores celulares se usan para detectar y/o caracterizar condiciones que se han usado para
determinar diferentes estados celulares. En esta realizacion, se presenta una plataforma (tal como una placa de 96
pocillos) que comprende células y varios cocteles a un espectrometro de fluorescencia después de un tiempo de
incubacion suficiente y se forman imagenes de estas. Después de cada captura de imagenes, se realiza un andlisis para
determinar dénde estan las “areas de interés” en una plataforma, donde pueden incluir “areas de interés” poblaciones
celulares y en algunos casos cualquier gota de solucion o disolvente restante.

Un tipo de herramienta de andlisis de marcador es un analisis espectroscépico. El analisis espectroscépico de
la plataforma generara histogramas. Véase Figura 1. Estos histogramas (Figura 1a) reflejan la intensidad de sefal para
cada marcador por pocillo de muestra, por ejemplo, se pueden usar cuatro marcadores de deteccion marcados por
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pocillo. Los histogramas se transforman después en un perfil (Figura 1b). Un perfil representa datos obtenidos de un
conjunto de agentes y un conjunto de marcadores de deteccion en los que se tratan las células. El perfil muestra los
resultados de multiples pocillos de muestras para una condicion experimental dada. Los resultados estan términos de
una respuesta de marcador, es decir, si, y en qué grado, una poblacion de células dada respondié a un conjunto de
agentes particular reflejado en términos de intensidad de marcador. Los perfiles tienen un eje “x” e “y”, representando el
eje “x" los marcadores que se examinan y representando el eje “y” el porcentaje positivo de células que responden a un
marcador de deteccién dado. Los perfiles se agrupan después para formar una matriz (Figura 3). Cada caja en miniatura
en la matriz representa una condicion experimental diferente (por ejemplo, un conjunto diferente de agentes). Una matriz
representa un agrupamiento de condiciones que favorece un resultado determinado reflejado por la respuesta a los
marcadores de deteccidn usados. Las matrices se analizan después adicionalmente y se transforman en aglomerados
jerarquicos (Figura 4). Los aglomerados jerarquicos se agrupan basandose en la similitud a un perfil especifico. Por
tanto, las cajas a lo largo de la diagonal representan diferentes estados celulares. En la Figura 4, hay 5 estados
celulares diferentes. Por tanto, en la caja 1, hay multiples combinaciones de agentes diferentes que indujeron un estado
celular con un perfil similar. Los analisis se pueden realizar después sobre los datos para determinar qué agentes,
combinacion de agentes o ausencia de agentes contribuyd a un estado celular especifico. Sélo creando un perfil puede
producirse un analisis complejo de diferentes estados celulares.

Un perfil comprende méas de 4 marcadores y puede comprender mas de 5 marcadores, mas de 8 marcadores,
mas de 10 marcadores, mas de 15 marcadores, més de 20 marcadores, mas de 25 marcadores, mas de 30 marcadores
o entre 5 y 50 marcadores. El nimero de marcadores que se necesita depende del estado celular deseado. Por
ejemplo, para caracterizar de manera precisa una célula madre hematopoyética especifica que se esta dividiendo
activamente, un investigador puede querer caracterizar este estado celular con 8 marcadores diferentes. La
caracterizacion de poblaciones celulares con marcadores adicionales permite la caracterizacion de estados celulares
especificos y no solo diferentes tipos celulares. Por ejemplo, la caracterizacion tipica de células madre hematopoyéticas
puede marcar células como que tienen el marcador C34, pero que no tienen el marcador CD33. La caracterizacion de
células hematopoyéticas con 5, 10 6 15 marcadores diferentes podria permitir un mejor entendimiento de los distintos
estados celulares dentro de la poblacion CD34+ y CD33-. Los métodos de esta invencion permiten esta caracterizacion.

En realizaciones particulares de la invencion que usan andlisis de espectros, los datos espectroscopicos se
procesan usando lo que se denomina en el presente documento “sistema de agrupamiento espectral’, que permite la
identificacion y andlisis rapido de muestras en un conjunto, creando, por ejemplo, una familia o0 mapa de similitud (o
matriz) basandose en un perfil particular. Algunas realizaciones del sistema de agrupamiento espectral comprenden una
plataforma de instrumentacién basada en hardware y un conjunto de algoritmos basado en software. El software del
ordenador se usa para analizar, identificar y categorizar grupos de muestras que tienen perfiles similares, por tanto,
identificando un grupo a partir del cual un operador o cientifico puede seleccionar después unas pocas muestras para
un analisis adicional. Esta seleccion se puede realizar independientemente por el cientifico o usando un medio
automatizado, tal como un software disefiado para seleccionar muestras de interés automaticamente. Los métodos
analiticos y de agrupamiento particulares utiles en la invencién se describen en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos N° US 2003-0059837 presentada el 10 de mayo, 2002.

El sistema de agrupamiento espectral se usa generalmente en esta invencion para detectar similitudes en los
perfiles de muestras observando su comportamiento de agrupacion. Por tanto, el nimero de poblaciones celulares que
demuestran resultados positivos frente a cualquier marcador o combinaciones de marcadores dados se puede estimar
por el agrupamiento espectral. La pluralidad de muestras se examina con un dispositivo para generar un espectro
correspondiente de calidad aceptable, es decir, relacion S/N suficiente. Ventajosamente, los perfiles se comparan por
pares de acuerdo con una métrica para generar una puntuacién similar. Otras comparaciones que usan mas de dos
espectros concurrentemente también son aceptables, sin embargo posiblemente complejas.

Una o mas técnicas de aglomeracion se pueden usar para generar agrupaciones que preferiblemente estan
bien definidas, sin embargo esto no es un requisito absoluto puesto que es aceptable generar una lista reducida de
poblaciones candidatas para un conjunto de condiciones dado como una estimacion de la heterogeneidad de las
condiciones. Ventajosamente, la generacion de grupos facilita la facil evaluacion de poblaciones celulares entre
condiciones de muestras.

La invencion usa una aglomeracion jerarquica para representar los datos en forma de una matriz de similitud
gue tiene perfiles similares clasificados muy juntos. Dicha matriz de similitud se organiz6 para generar regiones de
similitud a lo largo de una diagonal. El algoritmo de aglomeracién jerarquica usa la distancia Euclidiana entre el espectro
para obtener una medida de similitud (no similitud). La organizacion de las medidas entre todos los espectros del
experimento proporciona un grafico Tartan, en el que cada aglomerado es indicativo de un posible estado celular.

Ventajosamente, aunque los aglomerados estan realmente en un espacio dimensional mayor, pueden
proyectarse en un espacio bidimensional o tridimensional y visualizarse. Preferiblemente, el tiempo de respuesta para
generar un perfil y asignar el perfil a una agrupacion es menor de aproximadamente dos minutos, un minuto, diez
segundos o un segundo. Ademas, el procesamiento del tiempo real limitado a menudo es posible si un perfil adquirido
Se va a asignar a agrupaciones existentes, o, en una realizacion de la invencion, se actualiza una biblioteca de perfiles
agrupados con perfiles recientemente adquiridos. En una realizacién, los perfiles recientemente adquiridos de una
muestra individual pueden agruparse todos en una sola agrupacion basandose en que una mayoria de ellos estan mas
relacionados con la agrupacion individual de acuerdo con una métrica, tal como los analizados a continuacion y en otras
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partes del presente documento.

Una vez se han recogido los perfiles de todas las muestras a analizar, se procesan por una serie de algoritmos.
Estos algoritmos facilitan la agrupacion de perfiles de muestra de acuerdo con una 0 mas caracteristicas espectrales.
Los ejemplos de dichas caracteristicas incluyen, pero sin limitacion, porcentaje positivo de marcadores especificos, la
localizacion de picos, inicio de picos, altura de picos y areas de pico. En una realizacion, el proceso de agrupamiento
espectral agrupa perfiles basandose en el porcentaje de células positivas en un pocillo por condicion examinada,
expresada como porcentaje positivo.

El proceso de encontrar picos en un perfil es un aspecto esencial de muchas técnicas de procesamiento
espectral, de modo que hay muchos programas disponibles en el mercado para realizar esta tarea. Las muchas
variaciones de algoritmos de localizacién de picos se pueden encontrar en la bibliografia. Un ejemplo de algoritmo
simple es encontrar los cruces cero del primer derivado de un espectro suavizado 0 no suavizado y después seleccionar
los cruces ceros concavos hacia abajo que cumplen determinados criterios de altura y separacion.

Para generar estos espectros binarios, se aglomeran los perfiles respecto al porcentaje positivo por marcador.
El proceso usado para realizar esta aglomeracion de perfiles puede ser una forma modificada de un algoritmo de
aglomeracion de k-medias iterativo unidimensional. El proceso comienza con la seleccién del espectro de un espectro
compuesto. Una agrupacion espectral cubre un intervalo de células caracterizadas por un perfil particular que se puede
especificar por el operador.

Usando la matriz de similitud o la matriz de perfiles binaria, se emplea la aglomeracién jerarquica para asignar
perfiles en agrupaciones.

Usando la informacién de la ejecucién de la aglomeracion jerarquica, la aglomeracion de k-medias se puede
realizar con posiciones centroides iniciales y nimeros de aglomerado definidos por el usuario. En otra realizacion, el
nimero de aglomerados se puede seleccionar automaticamente para minimizar algo de métrica, tal como la suma de
cuadrados de error o el rastreo o determinante dentro de la matriz de dispersién de aglomerados. Véase, Dud, R., Hart,
P., y Stork, D., “Pattern Classification”, John Wiley y Sons, 22 Edicién (noviembre 2000).

La aglomeracion jerarquica produce una lista de perfiles organizada por dendrograma, de modo que perfiles
similares estan muy proximos entre ellos. Esta lista organizada por dendrograma se puede usar para presentar la matriz
de similitud de un modo codificado, usandose los indicios de similitud para cada regiéon de similitud, incluyendo sin
limitacion, diferentes simbolos (tales como entramado), sombras de color o diferentes colores. En una realizacion
especifica, la matriz de similitud codificada se presenta de un modo codificado por colores, con regiones de alta similitud
en colores célidos y regiones de baja similitud en colores frios. Usando dicha visualizacién, muchos aglomerados se
vuelven evidentes como regiones cuadradas de similitud en colores cdlidos a lo largo de la diagonal de la matriz. Estas
regiones cuadradas representan el alto grado de similitud entre todos los perfiles en esas regiones. Sin embargo, debe
notarse que la imposibilidad de la matriz de similitud codificada para presentar una forma diagonal se espera con
algunos tipos de muestras, no obstante, la matriz todavia es Util en la representacion de relaciones de similitud méas
complejas. Adicionalmente, en algunos casos puede haber regiones de similitud a lo largo de mas de una diagonal
posible que corresponde a diferentes redisposiciones. Dichas redisposiciones dan como resultado unas regiones
cuadradas de similitud fuera de la diagonal que se vuelven parte de las regiones cuadradas de similitud diagonal.

Junto de la representacion de la matriz de los datos de aglomerado, también es util mostrar cuando todos los
perfiles y limites de aglomerado permanecen en un espacio dimensionalmente reducido (normalmente 2 dimensiones).
Hay varias formas de realizar esta reduccion de dimensionalidad. En una realizacion, se hace una proyeccion lineal de
una matriz de perfiles binarios sobre sus dos primeros componentes principales. Como alternativa, la matriz de similitud
elegida seleccionada se puede usar para generar un mapa de los datos usando un escalado multidimensional.

En una realizacién, los métodos se dirigen hacia la exploracién de mdultiples condiciones respecto a su
capacidad de inducir cambios en el estado celular. En esta realizacion, las células se incuban en condiciones
adecuadas y se someten a diferentes cécteles experimentales. Después de una cantidad de tiempo apropiada, las
células se ensayan para determinar qué caracteristicas de marcador poseen, si es que poseen alguna. En un aspecto,
las células en estado de desarrollo temprano, por ejemplo, células madre, se someten a multiples condiciones para
determinar qué condiciones facilitan la diferenciacion de estas células en células mas maduras. En un aspecto
particular, las células diferenciadas generaran antigenos especificos (0 marcadores) en su superficie celular que se
pueden detectar por un marcador de deteccion, tal como un anticuerpo especifico para ese antigeno. En otro aspecto,
las células se disefian con o se les introduce por transfeccion un gen indicador. Este gen indicador funciona como el
marcador. Por tanto, se pueden caracterizar los agentes que promueven, inhiben, permiten o mantienen el gen
especifico unido al gen indicador.

En otro aspecto, las células diferenciadas se someten a diversos agentes para determinar qué conjunto de
condiciones da como resultado la desdiferenciacion de una célula madura. De nuevo, la deteccidon se puede conseguir
detectando marcadores especificos generados en una célula en fase temprana, como alternativa, la deteccion puede
estar basada en la pérdida de un marcador o marcadores particulares que acomparian soélo a las células maduras.

Un ejemplo de un método de la presente invencion implica la exploracion de alto rendimiento usando mdltiples
agentes, multiples marcadores de deteccién, creaciéon de perfiles y andlisis de los datos. En una realizacion, el método
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implica los siguientes componentes informaticos: una herramienta DOE, un controlador de estacion Tecan, un citbmetro
de flujo y un visualizador de resultados. En un aspecto de la presente realizacion, se emplean los siguientes
componentes de hardware: (1) un Tecan estéril (w/PC) y (2) un Citometro de Flujo FACSCalibur.

Los agentes a usar en la formacién de las condiciones experimentales se pueden disolver en disolventes
apropiados, tales como DMSO (dimetil sulféxido) o etanol. Las concentraciones apropiadas se determinan para factores
de diferenciacion y los factores se diluyen por consiguiente en medio de crecimiento celular a una concentracion de Nx
(donde N es el orden del experimento — para un experimento binario N = 2, para uno ternario N = 3, etc.).

Una vez que los agentes y concentraciones de agentes se han determinado, un profesional habilitado puede
disefiar un experimento usando una herramienta DOE basada en un sitio web. Esta herramienta actualmente permite a
un profesional habilitado disefiar un experimento combinatorio factorial completo. El profesional habilitado especifica el
tipo celular que se esta ensayando, el nUmero de concentracion por agente, el nimero de agentes en la mezcla y el
nimero de controles. Después el profesional habilitado selecciona agentes apropiados e introduce las concentraciones
que se van a ensayar. Finalmente, el profesional habilitado envia el disefio y se introduce en la base de dados.

Los agentes se pueden cargar en, por ejemplo, una plataforma Tecan en tubos Falcon de 50 ml. El controlador
de estacion Tecan especifica el modo en que los tubos Falcon se van a cargar en la plataforma. Las placas de cultivo de
96 pocillos con cédigos de barras cubiertas también se pueden cargar en la plataforma Tecan. El controlador de
estacion Tecan genera una lista de trabajo de pipeteo que se puede cargar en Gemini y ejecutarse como parte de una
secuencia de comandos Tecan méas grande. Esta secuencia de comandos Tecan debe quitar las tapas de las placas de
cultivo, realizar la distribucion y después poner de nuevo las tapas sobre las placas.

En un ejemplo especifico, el volumen diana para un pocillo completo es 200 pl. Este proceso se repite tantas
veces como sea necesario para producir el nUmero apropiado de placas para todos los marcadores que se usan en
experimento. Una vez que la distribuciébn combinatoria se ha completado, se afiaden 5-10 ul de células en medio de
cultivo celular a todos los pocillos. Se puede usar un Multidrop estéril para la distribucién. Después, se incuban las
placas de cultivo durante 2 dias. Un poco antes del final de segundo dia de incubacion, la etapa de distribucion inicial se
repite exactamente como se describe anteriormente. Después de 2 dias de incubacion, las placas de cultivo madre
originales se centrifugan. El medio se elimina con cuidado y se sustituye con el medio fresco de la segunda distribucién.
Después de 2 dias adicionales de incubacion, las placas de cultivo madre originales se marcan con marcadores de
deteccidn. Los agentes se pueden afiadir a los pocillos a diversos tiempos. Por ejemplo, el agente se puede afiadir con
la siembra en placas original de las células o el agente se puede afadir justo una hora antes de la adicion de los
marcadores de deteccion.

En la fluorescencia para detectar se usa un marcador de deteccion, los pocillos de células marcadas se pueden
transferir a tubos de citometria de flujo y leer en el citbmetro de flujo. Los pocillos se leen de un modo por primera
columna (A1, B1, etc.). Los archivos de datos para una placa se almacenan en un directorio con el ID de la placa como
un nombre. El pocillo A1 se almacena en un archivo denominado Barcode.001. El pocillo A2 se almacena en un archivo
denominado Barcode.002 y sucesivamente. Una vez que se ha leido una placa entera en el citbmetro de flujo, el
controlador de estacion del citémetro de flujo se puede usar para cargar toda la informacién del citémetro de flujo en una
base de datos. Se puede usar un lector SpectraMax para acumular méas informacion sobre los cultivos celulares. Se
pueden realizar unos ELISA y el SpectraMax puede recoger datos de criterios de valoracién colorimétricos o
fluorométricos. Un controlador de estacion SpectraMax permitird que los datos de SpectraMax se almacenen de manera
apropiada en la base de datos.

La aplicacion de andlisis incorporara toda la informaciéon para un pocillo dado o para un agente dado en una
Unica fila. Por tanto, la aplicacion de analisis presentara vistas de datos que se centran en la mezcla y que se centran en
los pocillos. Los datos de la citometria de flujo para una fila seran visibles a través de un grafico de puntos 4D. Los datos
de la citometria de flujo para 2 filas diferentes se podran abrir a la vez para comparacion.

La Figura 1(a) es un ejemplo del tipo de datos que se obtiene. Los gréficos de histogramas individuales se
combinan para generar un perfil (Figura 1(b)). Este perfil individual representa una condicién experimental (por ejemplo,
conjunto de agentes) y 12 marcadores diferentes. La Figura 2 (a-c) es ilustrativa de los datos obtenidos en un
experimento bajo multiples condiciones. Los perfiles (a) — (c) representan datos transformados a partir de histogramas
que se recogen de experimentos realizados usando diferentes condiciones sobre células y detectando el mismo
conjunto de cinco marcadores en la superficie de la célula. Cada linea en las tres figuras representa una condicion
experimental diferente. Las Figuras 2(b) y 2(c) ilustran que incluso en condiciones experimentales diferentes, las células
pueden mostrar perfiles similares. El ejemplo de la Figura 2(a) ilustra que en otros casos, las células tendran diferentes
perfiles que no se pueden corresponder faciimente con otros perfiles. Los tres espectros representan los tres
aglomerados diferentes (o condiciones). Este tipo de analisis puede identificar determinadas condiciones experimentales
gue favorecen la elaboraciéon de determinados marcadores, conjuntos de marcadores o perfiles. Determinados perfiles
indican un estado celular especifico. Por tanto, este andlisis puede indicar un estado celular particular o encontrar
condiciones que promueven, mantienen, permiten o prohiben un determinado estado celular.

Una realizacion comprende un método para identificar un estado celular que comprende las etapas de: a)
proporcionar una poblacion celular; b) introducir un conjunto de agentes a la poblacién celular; c) detectar un conjunto
de al menos 5 marcadores y d) crear un perfil. Las células pueden ser heterogéneas u homogéneas. Las células pueden
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ser de cualquier tipo suficiente para completar un ensayo. El nUmero de agentes puede variar de dos a 20 o0 méas. En
algunos aspectos, los agentes se ensayan en multiples concentraciones diferentes.

En otra realizacion, se genera un perfil que comprende las etapas de seleccionar un conjunto de marcadores,
detectar los marcadores en una poblacion de células y crear una representacion grafica del porcentaje de células que
expresan un marcador particular. Como alternativa, la representacion grafica puede mostrar el nimero total de células
gue expresan dichos marcadores.

Otra realizacién comprende un método de inducir un estado celular especifico que comprende las etapas de: a)
identificar una poblacién celular deseada; b) crear un perfil para dicha poblacién celular deseada, c¢) crear una poblacion
celular inducida con un conjunto de agentes; d) identificar un perfil para dicha poblaciéon celular inducida con dicho
conjunto de agentes y e) comparar dicho perfil especifico para dicha poblacion celular deseada frente a dicho perfil para
dicha poblacién inducida con dicho conjunto de agentes.

En otra realizacion, un método para identificar condiciones que inducen un estado celular especifico
comprende las etapas de a) identificar una poblacién celular deseada; b) crear un perfil especifico con un conjunto
especifico de marcadores para dicha poblacion deseada; c) incubar una poblacién celular con un conjunto de agentes;
d) identificar un perfil con el mismo conjunto de marcadores para dicha poblacion celular inducida con dicho conjunto de
agentes y e) comparar dicho perfil especifico para dicha poblaciéon celular deseada frente a dicho perfil para dicha
poblacion celular inducida con dicho conjunto de agentes.

En una realizacion adicional, un perfil comprende un eje x que representa al menos 5 marcadores y un eje y
gue representa el porcentaje de células positivas que responden a o expresan dichos marcadores. Como alternativa, el
eje x del perfil podria representar al menos 8 marcadores, al menos 10 marcadores o al menos 15 marcadores. La
representacion de los ejes x e y también pueden invertirse. En otra realizacion, el porcentaje de células positivas se
calcula haciendo la media del porcentaje de células que expresan un marcador particular a partir de al menos dos
poblaciones de células de ensayo. En otra realizacion, dichos marcadores se identifican por una o mas moléculas de
deteccién. Las moléculas de deteccion pueden responder a analisis espectroscopico. Como alternativa, el eje y podria
representar el nUmero de células positivas que responden a los marcadores.

En otra realizacion, un método para identificar estados celulares similares comprende las etapas de crear un
perfil y agrupar perfiles similares. En algunas realizaciones, la agrupacion se produce por aglomeracion jerarquica.

Otra realizacién implica la sinergia no esperada de dos agentes. Se mostré que forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) y dimetilsulféxido (DMSO) hacen a una linea celular de leucemia mas susceptible a la apoptosis después del
tratamiento con un agente promotor de apoptosis. En una realizaciéon, una composicion contiene PMA, DMSO y un
agente promotor de apoptosis. Los ejemplos especificos de agentes promotores de apoptosis incluyen derivados de
antraciclina, idarubicina y daunorubicina. Otras realizaciones suponen un método para tratar a un paciente con PMA,
DMSO y un agente promotor de apoptosis. Los pacientes tipicos pueden incluir pacientes de canceres, pacientes que
necesitan apoptosis de células leucémicas, pacientes con cancer de mama, pacientes con leucemia o pacientes que se
tratan tipicamente con farmacos derivados de antraciclina. En otra realizacién, un paciente primero se expone a PMA y
DMSO y de manera secundaria se expone a un agente promotor de apoptosis. En otra realizaciéon, una composicion
comprende una forma de dosificacion que primero libera PMA y DMSO y de manera secundaria libera un agente
promotor de apoptosis.

EJEMPLOS:
Ejemplo 1: Experimentos binarios y ternarios para examinar la diferenciacién de una célula

Se usaron células HL-60 para estudiar qué factores estan implicados en la diferenciacion celular. El dia 0, las
células se sembraron en placas en pocillos usando una placa de 96 pocillos a una densidad de siembra de
aproximadamente 60.000 células, se afiadié medio celular adecuado. (Véase, Tablas 1 y 2 a continuacion). El dia 2, el
medio se aspird de los pocillos y se distribuyé medio fresco en los pocillos. Las células se indujeron con los factores en
la Tabla 1 y Tabla 2. El dia 4, las células se recogieron y se marcaron con anticuerpo (véase Tabla 3) para la citometria.
El marcaje se consigui6 lavando las células con PBS (solucion salina tamponada con fosfato). Después se usé gamma
globulina para bloquear sitios de unién no especificos. El tratamiento con gamma globulina duré aproximadamente 20
minutos a temperatura ambiente en un agitador de balanceo.

La concentracion de céctel de anticuerpos para cada anticuerpo usada se baso en las instrucciones del
fabricante ajustadas para el numero de células final. El céctel de anticuerpos se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente en un agitador con balanceo. Después de la incubacion, las células se lavaron usando PBS. Las
células se resuspendieron en formaldehido ultrapuro sin metanol al 1% y se refrigeraron hasta el andlisis. Se analizaron
las células utilizando un BD FACSCalibur equipado con un muestreador de alto rendimiento (HTS) que tiene una linea
de excitacion de laser dual: argon (488 nm) y diodo rojo (635 nm).

Los controles positivos para estos experimentos fueron 100 nm de vitamina D3 més anticuerpo CD 14. Los
controles negativos fueron (1) células no tratadas mas cécteles de anticuerpos localizados en las placas y (2) células no
tratadas frescas mas cocteles de anticuerpo localizados en placas separadas. La Figura 5 explica el proceso de andlisis.
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TABLA 1: experimento binario

Factor Conc. final 1 Conc. final 2 Conc. final 3
Vitamina D3 100 nM 1nM 10 pM
Dimetilsulféxido 0,26 nM 0,18 M 0,13 M
Acido trans retinoico 10 pM 10 nM 10 pM
Medio con pH 7,8 + butirato sédico 600 uM 300 uM 100 pM
12-O-tetradecanoil-forbol 13-acetato 81 nM 16 nM 0,81 nM
TABLA 2: experimento ternario
Factor Conc. final 1 Conc. final 2
Vitamina D3 100 nM 1nM
Dimetilsulfoxido 0,19 nM 0,15 M
Acido trans retinoico 50 uM 500 nM
Medio con pH 7,8 + butirato sédico 500 uM 200 uM
12-O-tetradecanoil-forbol 13-acetato 100 nM 1nM
TABLA 3: Anticuerpos y tintes
CD3 CD 14 CDh42b CD 66 a CD235a
B220 CD 33 CD 56 CD 72 Anexina 5
CD11b CD 34 CD 57 CD 83 7-AAD
CDl1lilc CD 38 CD62p CD 86
CD 13 CD42a CD 66 CD 125w

Ejemplo 2

Se expusieron células HL-60 a cinco factores de diferenciacién quimica bien estudiados (dimetilsulfoxido
(DMSO), Vitamina Ds, Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), butirato sédico + pH 7,8 y Acido Trans Retinoico (ATRA))
gque se sabe que promueven la diferenciacion a lo largo de tres vias distintas (neutréfilos, monocitos,
eosindfilos/basofilos) dentro del linaje mieloide. La diferenciaciéon se indujo creando combinaciones de cinco factores
binarios y ternarios usando los cinco factores a tres concentraciones para el experimento binario y dos concentraciones
para el experimento ternario.

Después de la diferenciacion, se podian observar cambios morfolégicos en pocillos que contenian
combinaciones de factores de diferenciacion en comparacién con pocillos de control. Por ejemplo, las combinaciones
que contenian PMA (16 nM) + butirato sédico (600 uM), pH 7,8, produjeron agregados de células mientras que PMA (81
nM) + butirato sédico (600 uM), pH 7,8 no lo hicieron.

Para observar los amplios perfiles de los experimentos de expresion de marcadores, se usé el porcentaje de
células positivas para todos los marcadores y se construyé un perfil para cada tratamiento combinatorio. El aglomerado
jerarquico ordena los datos de modo que los perfiles mas similares estan cerca entre ellos en el grafico. Esto da como
resultado varias separaciones diferentes a lo largo de la diagonal de la matriz de similitud y se muestra en el grafico
Tartan en la Figura 7a. Los espectros que corresponden a los tratamientos ordenados se muestran en la Figura 7b.

Para refinar el analisis de aglomerados con informacion relevante, se pueden seleccionar marcadores de
superficie celular especificos. Para ensayar la validez del experimento, se aglomerd basandose en los marcadores de
superficie celular que se sabe que se expresan en el linaje mieloide: CD66b, CD11b/Mac-1, CD13 + CD14 (Figura 8 a,
bzl, Las células que se habian diferenciado hacia el linaje monocitico tienen un perfil de expresion CcD14" GD11b/Mac-
1", CD13", CD66b. El grafico espectral para estos marcadores de superficie muestra que de hecho hay una regién que
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muestra este patron de expresion (Figura 4b, flecha, formulaciones).

Dibujando una caja alrededor de las formulaciones correspondientes del grafico Tartan, se puede cliquear y ver
el visualizador de formulacién para determinar qué factores contribuyeron al perfil de caracterizacién de monocitos
(Figura 8c). Se determiné que cada paradigma de tratamiento que contribuy6 al perfil de caracterizacion de monocitos
contiene Vitamina D3 o PMA, dos factores, coherentes con hallazgos bibliograficos, que se sabe que inducen la
diferenciacion de células HL-60 en monocitos. Ademas, la figura 8d muestra el espectro para el perfil de caracterizacion
fenotipica. De manera no esperada, se descubrié que se pueden inducir los mismos o similares estados celulares en
una diversidad de condiciones diferentes lo que indica que las células estan entrando en un estado celular preferido.

Ejemplo 3

Consultando la base de datos, fue posible encontrar evidencia de dominancia de evidencia de factores. Se
observé que cuando se combinaban PMA + butirato sédico (pH 7,8), se produjo un perfil fenotipico que es mas similar al
de PMA (Figura 9a). Sin embargo, la presencia de PMA como un factor dominante en una combinacién, no siempre
predice cémo se comportara ese factor en otros paradigmas de tratamiento. Por ejemplo, cuando DMSO se combina
con PMA, las caracteristicas del fenotipo son mas similares a las de DMSO, lo que indica que para este paradigma de
tratamiento, DMSO actla como el factor dominante (Figura 9b).

Se descubrieron pruebas de interacciones no obvias en las cuales un perfil para un tratamiento de combinacién
dio como resultado un unlco perfil en comparacién con sus componentes individuales. La combinaciéon binaria de
DMSO™ + putirato sodico™, pH 7,8 produjo células que expresaban altos niveles del marcador de superficie celular
CD 125w, mientras que ni DMSO™* ni butirato s6dico™®, pH 7,8 solos produjeron células positivas para CD 125w. (Las
anotaciones en superindice “lo”, “med” y “hi” se usan para indicar concentramones relativas de ~componentes
respectivos). La combinacion ternaria que consistia en DMSO", butirato s6dico™ , pPH 7,8 y &cido retinoico™ produce unas
caracteristicas que tienen una expresion diferencial de CD 83 y CD 235 cuando se comparan tanto con los
componentes individuales como los que estan en las combinaciones binarias. Ademas, cuando DMSO, butirato sédico,
pH 7,8 y acido retinoico se combinaron en un esquema de concentracion diferente, se produjo un perfil de
caracterizacion diferente.

Ejemplo 4:

En algunos casos, la combinacion de dos factores de diferenciacion produjo una expresién de marcadores de
superficie no esperada. Por ejemplo, algunos paradigmas de tratamiento produjeron células que mostraron alta
expresion de marcadores de linfocitos (CD3, B220), marcadores HSC (CD34) y marcadores eritrociticos (CD 235a).
Para la mayoria de casos en los que se observo una expresion de marcadores de superficie alta en linajes celulares no
esperados, también hubo expresion de marcadores de superficie alta de marcadores de linaje mieloide. Los
tratamientos que producen este perfil de caracterizacion anormal contenian concentraciones diferentes de PMA vy
DMSO.

Las células HL-60 se indujeron para que experimentaban diferenciacién durante 5 dias con PMA, DMSO o
PMA + DMSO. Las células diferenciadas se trataron después con Idarubicina, un antibiético derivado de antraciclina,
normalmente usado para inducir la apoptosis en células leucémicas. Los tratamientos que contenian PMA+DMSO
provocaron que mas células experimentaran apoptosis que PMA o DMSO solos.
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REIVINDICACIONES

Un método para identificar un estado celular que comprende:

proporcionar una serie de receptaculos conteniendo cada uno células a investigar;

someter dichas células en receptaculos diferentes a diferentes condiciones de tratamiento generandose
dichas condiciones de tratamiento diferentes con diferentes agentes y seleccionandose dichos agentes a
partir de pequefias moléculas y proteinas;

esperar un periodo predeterminado de tiempo antes de analizar dichas células;

detectar la expresion de al menos 5 marcadores en dichas células siendo dichos marcadores receptores o
ligandos y haciéndose dicha deteccidn con la ayuda de un anticuerpo y un marcador fluorescente;

crear un espectro que represente la expresién de marcadores de una poblacion celular y

usar aglomeracion jerarquica para representar los datos en forma de una matriz de similitud organizada
para generar regiones de similitud a lo largo de una diagonal, donde el algoritmo de aglomeracion
jerarquica usa la distancia Euclidiana entre los espectros para obtener una medida de similitud y ordenar
las medidas entre todos los espectros del experimento proporciona un grafico Tartan y donde cada
aglomerado es indicativo de un estado celular posible.
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