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METODOS PARA IDENTIFICAR, PURIFICAR Y ENRIQUECER CELULAS MADRE O INMADURAS DE INICIO DE
CANCER A PARTIR DE TUMORES Y USO DE LAS MISMAS

DESCRIPCION
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a métodos para la preparacion de composiciones celulares, a composiciones
aisladas que pueden obtenerse a partir de los mismos, a composiciones celulares aisladas relacionadas, a kits y al
uso de las mismas. Mas especificamente, la presente divulgacion proporciona un método para identificar, purificar y
enriquecer células madre o inmaduras de inicio de cancer en una muestra. Las composiciones celulares, los
métodos relacionados y los usos segun la presente divulgacion son utiles en el tratamiento de canceres y/o la
deteccién de enriquecimiento de células madre o inmaduras de inicio de cancer, especialmente canceres del
sistema nervioso central y periférico y metastasis del cerebro.

Antecedentes de la invencion

Los tumores cerebrales-gliomas son los tumores cerebrales mas frecuentes en adultos y, en su forma maligna,
(glioblastoma multiforme o de grado V) siguen siendo una de las enfermedades mas agresivas con una tasa de
supervivencia a los 5 afios de menos del 5% (Reardon et al., 2006, J. Clin. Oncol., 24, 1253). Los gliomas se
clasifican en subcategorias segin su semejanza fenotipica con células gliales, principalmente con astrocitos
(astrocitomas) y oligodendrocitos (oligodendrogliomas). Basandose en las caracteristicas histopatolégicas, los
gliomas también se subdividen en tumores de bajo grado (grado | y 1) y de alto grado (grado Il y V), que tienen
distinto prondstico clinico (Reardon et al., 2006, citado anteriormente). Pese a los avances actuales en técnicas
quirdrgicas, asi como en estrategias de radiacion y quimioterapicas, los gliomas de alto grado siguen siendo una
enfermedad devastadora con pésimo prondstico. No se han identificado factores de riesgo medioambientales y se
sabe poco sobre los mecanismos bioldgicos implicados en las fases de inicio y progresion de estos tumores
cerebrales. Por tanto, cualquiera mejora significativa en la terapia y profilaxis de gliomas requiere una comprension
mas profunda de los mecanismos celulares y moleculares del desarrollo de gliomas.

La reciente identificacion de células de tipo madre (SC) en varios canceres humanos como leucemias mieloides
agudas (LMA), tumores de mama, ovario y cerebro, tiene renovado interés en la hipotesis de que pueden surgir
canceres de mutaciones somaticas en células madre/progenitoras adultas (Reya et al., 2001, Nature, 414, 105). Una
poblacién minoritaria de células de tipo madre pueden representar el origen de la expansion, recidiva y metastasis
de células tumorales, determinando por tanto el comportamiento biolégico de los tumores incluyendo proliferacion,
progresion y posterior respuesta a la terapia (Reya et al., 2001, citado anteriormente; Galmozzi et al., 2006, Curr.
Med. Chem., 13, 603). Aunque las células madre normales y cancerosas comparten similitudes de comportamiento
incluyendo autorrenovacion, diferenciacion en mdltiples linajes, pueden diferir con respecto a su potencial
tumorigénico cuando se implantan en ratones desnudos (Bonnet y Dick, 1997, Nat. Med. 3, 730). Ademas, es
extremadamente complejo identificar marcadores de células madre cancerosas en gliomas humanos que sean
especificos para regir los fenotipos tumorales. Se estan realizando muchos esfuerzos para encontrar y caracterizar
marcadores especificos de células madre cancerosas, que las discriminen de células cancerosas (marcadores de
células del volumen tumoral) o de células madre normales. Hasta ahora, la expresion de CD133 era la Unica
posibilidad de purificar y enriquecer una subpoblaciéon de células madre de glioma que muestran propiedades
tumorigénicas y de autorrenovacion (Singh et al., 2004, Nature, 432, 396). Aunque se describi6 CD133 en otros
sistemas tumorigénicos, también se expresa en células madre normales, dificultando la seleccion como diana
especifica de células cancerosas para agentes terapéuticos (Yin et al., 1997, Blood, 90, 5002; Uchida et al., 2000,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 14720, Miraglia et al., 1998, Brood, 91, 4390). Ademas, es extremadamente dificil
creer que so6lo un marcador seria suficiente para definir “la poblacion de células madre de glioma” conociendo la
heterogeneidad de las poblaciones de células tumorales y el conocimiento actual del sistema hematopoyético.

Por tanto, existe la necesidad de nuevos métodos que permitan una mejor estrategia de seleccidon para la
compresion adicional de las jerarquias celulares en gliomas y otros canceres sélidos, especialmente de nuevos
métodos para aislar y caracterizar completamente células de inicio y propagacion de tumores que muestran
propiedades de células madre, que pueden ser Utiles en el tratamiento de tales canceres.

Sumario de la invenciéon

La presente divulgacion se refiere a métodos para la preparacion de composiciones celulares, a composiciones
aisladas que pueden obtenerse a partir de los mismos, a composiciones celulares aisladas relacionadas y al uso de
las mismas y a métodos para identificar, purificar y enriquecer células madre o inmaduras de inicio de cancer en una
muestra.

Un primer aspecto de la divulgacion proporciona un método para la preparacion de una composicion celular segun la
divulgacién y composiciones aisladas que pueden obtenerse a partir del mismo.
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Un segundo aspecto de la divulgacion se refiere a una composicion celular aislada que comprende células vivas que
presentan una emision de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras excitaciéon por haz de laser se aislan
mediante clasificacion celular activada por fluorescencia.

Un tercer aspecto de la divulgacion se refiere a una composicion celular aislada que comprende células vivas que
presentan un ligero cambio positivo en la fluorescencia detectada en el canal FL3 y/o FL4 mediante clasificacion
celular activada por fluorescencia.

Un cuarto aspecto segun la divulgacion reside en un kit que comprende al menos una composicion celular segun la
divulgacion.

Un quinto aspecto segun la divulgacion se refiere a un uso de una composicion celular aislada segun la divulgacion
en métodos de seleccion segun la invencion y métodos relacionados.

Un sexto aspecto segun la divulgacion se refiere a un método de deteccion de la presencia de células cancerosas
madre o inmaduras en una muestra de células.

Un séptimo aspecto segun la divulgacion se refiere a métodos de seleccion para seleccionar agentes antitumorales
para determinar agentes que puedan desplazar las células desde un estado tumorigénico hasta un estado no
tumorigénico.

Un octavo aspecto segun la divulgacion se refiere a un método de deteccion de recidiva de células madre
cancerosas en una muestra de células madre cancerosas.

Un noveno aspecto segun la divulgacion se refiere a un ensayo de seleccion que comprende o que usa una
composicion celular segun la divulgacion.

Descripcion de las figuras

La figura 1 representa un esquema para un método segun la invencion. (a) Proporcionar una muestra reciente a
partir de la muestra de células tumorales tras disociacion. (b) Cultivar opcionalmente las células proporcionadas en
(a) en un medio de cultivo. (c) Aislar en una submuestra las células que presentan emisiéon de autofluorescencia
detectada en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser a una longitud de onda de o de aproximadamente 488 nm
mediante clasificacion celular activada por fluorescencia, a partir de las células proporcionadas en la etapa (a) o (b).
(d) Aislar en otra submuestra mediante clasificacion celular activada por fluorescencia las células que no fluorescen
en la etapa (c) y que presentan un ligero cambio positivo en la fluorescencia detectada en el canal FL3 y/o FL4. (e)
Excluir las células muertas de cada una de las submuestras de células aisladas obtenidas en las etapas (c) y (d). (f)
Reunir la submuestra de células obtenida en la etapa (c) tras el tratamiento en la etapa (e). (g) Reunir la submuestra
de células obtenida en la etapa (d) tras el tratamiento en la etapa (e).

La figura 2 muestra que las células FL1" tienen propiedades esferogénicas mayores que las células FL1°, y
capacidad de autorrenovacion excluswamente a largo plazo. (A) Porcentaje de unidades esféricas secundarias
formadas tras clasificacion de FL1" y FL1°, y clonacion a 1 célula/pocillo. Recuento de esferas evaluado a los 10
dias tras la clonacion. (B) Pases en serie (hasta cinco) de clones individuales derivados de una Gnica célula FL1" o
de una Unica célula FL1°. Mlentras que pueden realizarse mas de 5 pases de los clones positivos para FL1,
mayoria de los clones de FL1° ya no forman esferas tras 4 pases. (C) Imagenes de contraste de fases de dos clones
individuales a lo largo de pases en serie. Panel izquierdo: morfologia de los clones de FL1" y FL1°. Mientras que el
clon de FL1" es una esfera, el clon de FL1° consiste en células unidas, aunque ambos clones se cultivaron en
condiciones de células madre. Panel derecho: fotograflas a menor ampliacion de la evolucién y el crecimiento de
clones individuales tanto de FL1" como de FL1° hasta el pase 4. Las leyendas del tipo de muestra de tumor estan en
la figura 9A.

La figura 3 muestra un analisis celular realizado en una muestra reciente tal como se describe en el gjemplo 1 (A):
poblacion completa, (B): FL1*; C: FL1°. La autofluorescencia se emite especmcamente en el canal FL1 (515 +/-5 nm
0 530 +/-15 nm). Los puntos de color gris claro separan celulas FL1" viables con perfiles de baja SSC y alta FCS
(P1). Los puntos de color gris oscuro separan células FL1° wables con una morfologia diferente (perfiles de
baja/media SSC Y FSC; P2). P4 y P5 separan células FL1* y FL1° respectivamente con bajos niveles de
fluorescencia (<10 ). P6 representa una pequefia poblacion con baja SSC y FSC, que sélo se detecta en una
muestra humana primaria reciente o en tejido de ratones que portan tumores. Los puntos de color negro representan
la amplia poblacion no separada que no sigue ningun otro criterio e incluye células muertas.

La figura 4 muestra un andlisis celular realizado en células cultivadas en condiciones de células madre tal como se
describe en el ejemplo 2. (A) Poblacién de células completa. Sin separacion. (B1-B3) R1, células wables potenciales.
(C1-C3) Niveles de autofluorescencia en los canales FL1 H, FL2-H, FL3-H, respectivamente. R2, FL1° V|ables C1:
morfologia de FL1°, C2: nivel de fluorescencia de FL1° sin azul de tripano, C3: nivel de fluorescencia de FL1° tras
adicion de azul de trlpano (D1-D3) R3, FL1" viable. D1: Morfologia de FL1", D2: nivel de fluorescencia de FL1" sin
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azul de tripano, D3: nivel de fluorescencia de FL1" tras adicion de azul de tripano. R6: Células muertas (en poblacién
separada de R1). R7: células viables FL1° (en poblacién separada de R1). R8: FL1" viables (en poblacion separada
de R1). Se observan los resultados siguientes: el 93,3% de las células separadas R1 son viables, entre las cuales el
~21% son células viables FL1*, ~ el 23% son células viables FL1°.

La figura 5 muestra células FL1-H, aisladas tal como se describe en el ejemplo 2, enriquecimiento para expresion
génica de capacidad de células madre y niveles de proteinas medidos tal como se describe en el ejemplo 3. (A)
Razon de los niveles de expresion génica detectados en células FL1-H con respecto a los de células distintas de
FL1-H. Muestras analizadas mediante PCR cuantitativa en tiempo real y normalizadas con media geométrica de los
niveles de expresion de GAPDH, TUBG1 y EEF1A. nd (no determinado): en ambos casos, no se detectaron niveles
de expresion génica en la poblacion de células distintas de FL1-H. Fotografias de gel de PCR representativas de los
niveles de expresion génica para las quintas muestras que muestran enrlqueC|m|ento constante en la poblacién de
células FL1-H (panel A, izquierda). (B) Analisis del ciclo celular de células FL1* y FL1° tras clasificacion FACS vy
tincion con yoduro de propidio (PI) (paneles izquierdo y derecho, respectivamente). La mayoria de las células FL1-H
estan en la fase de ciclo celular S, mientras que la mayoria de las células FL1° estan en fase G1. Esto se
correlaciona parcialmente con la ausen0|a de actividad metabdlica detectada en células FL1° en el panel D. (C)
Actividad metabdlica de células FL1" y FL1? tras clasificacion por los niveles de autofluorescencia y ensayos
colorimétricos (MTS). Los valores representan la densidad éptica (DO) detectada a 490 nm. Se usaron células 293T
como control positivo mientras que como control negativo se usaron sélo medios.

La figura 6 muestra que las células FL1" inician y mantienen el crecimiento tumoral in vivo. (A) ObtenC|on de
imagenes in v1vo y analisis histolégicos de ratones en los que se implantaron células clasificadas FL1" o FL1° (se
implantaron 10° células), tal como se describe en el ejemplo 3. Imagenes en secuencia representativas de ratones
con implante de cerebro con obtencién de imagenes mediante resonancia magnética (IRM) antes (T2) y después de
contraste (T1+ gadolinio). Tincidn con hematoxilina y eosina (H&E) de cortes de cerebro implantados (2,5x) y a
ampliacion superior (20x). La autofluorescencia de FL1-H (gris claro) y colocalizacion con MHCI permiten la
identificacion de las células tumorales de origen humano (10x). (B) Analisis de expresion de células que expresan
GFAP, NESTIN, TUJ1, Ki67 en los ratones en los que se implantaron FL1. Nucleo tefiido con Dapi (azul). Barra de
escala: pm. (C) Fotografias de gliomaesferas derivadas de ratones en los que se inyectaron FL1* y FL1% Se
disociaron el lado inyectado y el contralateral del cerebro de raton que portaba tumores y se analizaron mediante
FACS para determinar los niveles de autofluorescencia de FL1-H antes del cultivo in vitro. El cultivo celular derivado
del lado contralateral de ratones en los que se inyecté FL1" reveld la formacién de gliomaesferas, FL1", indicando la
capacidad de migracién de FL1*. Barra de escala: um (D) Tabla resumen del nimero de ratones desnudos en los
que se implantaron células clasificadas FL1* y FL1° a partir de diversos cultivos de gliomaesferas (N=24 y N=23
respectlvamente) (E) La tabla muestra el numero de ratones desnudos en los que se implantaron células
clasificadas FL1* y FL1° aisladas prospectivamente (40° células/raton).

La figura 7 muestra que cultivos de células madre de glioma y tumor de glioma recientes contienen una poblacion
autofluorescente de FL1-H. (A) Analisis de FACS de células de GBM IV-2 primario cultivadas en diferentes
condiciones de medios a partir de disociacion tumoral. Panel superior: Células de GBM V-2 primario cultivadas en
condiciones de células madre, que albergan la presencia de una poblacién de células FL1*. En contraposicion,
cuando las mismas células de GBM V-2 primario se cultivaron inicialmente en condiciones enriquecidas en suero
(panel central), no se observaron células autofluorescentes FL1*, en cambio se monitorizé una poblacién de células
homogéneas con una baja autofluorescencia mediante FACS. Se transfirieron las células de GBM IV-2 primario y se
cultivaron desde medios enriquecidos en suero hasta medios de células madre durante 4 pases. Sin embargo, las
células no recuperan ninguna autofluorescencia de FL1-H. Permanece una Unica poblaciéon de células con bajos
niveles de autofluorescencia de FL1-H, lo que sugiere que las células de GBM I[V-2 primario han perdido
irreversiblemente su poblacion de FL1* en suero. (B) Andlisis de FACS de células de GBM IV-2 primario cultivadas
en primer lugar en condiciones de células madre (panel superior) y después sembradas en placas para determinar la
diferenciacion en sustrato de poli-ornitina-laminina sin mitégenos durante 7 dias (panel inferior). R2 separa el
porcentaje de células positivas para FL1-H. La retirada de mitdgenos Unicamente o la siembra en placa en
condiciones enriquecidas en suero (datos no mostrados) no son suficientes para suprimir la poblacion de células
autofluorescentes FL1* a diferencia del ensayo de diferenciacién. Las leyendas del tipo de muestra de tumor estan
en la figura 9A.

La figura 8 muestra la morfologia y los niveles de fluorescencia en FL1 y FL3 tras adicién de azul de tripano, el ciclo
celular y fotografias de dos cultivos de gliomaesferas. (A) A.O.llI-1 y (B) GBM-2 primario.

La figura 9 muestra la lista de tejidos humanos y sus cultivos de gliomaesferas derivados. (A) Lista de gliomas
humanos usados en este estudio, clasificados segun su tipo y grado. Se documentan la ubicacion, el sexo y la edad
para cada muestra (N=25). (B) Porcentaje de células autofluorescentes y media de la intensidad de FL1 en cultivos
de gliomaesferas determinados mediante citometria de flujo (N=7). A: Astrocitoma; O.G: Oligodendroglioma; O.A:
Oligo-astrocitoma; GBM: Glioblastoma multiforme; GSM: Gliosarcoma.

La figura 10 muestra el porcentaje de la poblacién de FL1" que permanece estable durante >10 pases en diversos
cultivos de gliomaesferas. Aunque los porcentajes de células FL1" varian ligeramente de unos pases a otros,
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permanecen estables durante un largo periodo de tiempo en el GBM-2, -3, primario, GBM-1 secundario, y se
enriquecen progresivamente en cultivos de O.A llI-1y GSM IV-1.

La figura 11 muestra la cuantificacion de marcadores proteicos dentro de las gliomaesferas tras la reconstruccion 3D
confocal. (A) El diagrama muestra el procedimiento para cuantificar y tabular la expresiéon y localizacion del
marcador individual con la autofluorescencia de FL1 dentro de una gliomaesfera. Especificamente, el esquema
izquierdo indica las secciones de pila Z tras microscopia confocal, lo que permite la tabulacion de la expresion y
localizacion de la proteina por superficie (eje X del grafico izquierdo, paneles B a K). El esquema derecho representa
la cuantificacion de la expresion y localizacion de proteinas dentro de un sector de 6° para una superficie dada. El
analisis de 60 sectores por superficie corresponde al eje X del grafico derecho (seccidn centro de un plano) paneles
B a K. (B-D) Cuantificacion de los niveles de autofluorescencia de FL1 en 3 cultivos diferentes de gliomaesferas.
Obsérvese la mayor intensidad de autofluorescencia de FL1 dentro de la esfera (grafico izquierdo), y la expresion y
localizacion heterogéneas por sector entre las diferentes superficies (grafico derecho). (E-M) Cuantificacion del nivel
de expresion y localizacion de marcadores individuales dentro de gliomaesferas de GBM-3 primario (graficos
izquierdo y central). Porcentaje de células que expresan marcador dentro de células de GBM-3 primario no
clasificadas (parte derecha superior), células clasificadas FL1* (parte derecha central), células clasificadas FL1°

(parte derecha inferior). Los marcadores estudiados fueron: NANOG (E), OCT4 (F), SOX2 (G), KI67 (H), NOTCH1
(I), NESTIN (J), GFAP (K), PDGFRa. (L), Integuinf1 (M).

La figura 12 muestra que las células FL1 y FL1° pueden diferenciarse dando diferentes linajes neuronales. Se
sembraron en placa células FL1" y FL1° purificadas a partir de gliomaesferas de GBM-2 primario para determinar la
diferenciacion durante 10 dias. Se fljaron las celulas y se tifieron para la determinacion de GFAP, NESTIN, TUJ1 y
MAP2. Obsérvese que las células FL1" y FL1° si se diferencian en un grado similar, lo que indica su capacidad
multipotente. Pocos islotes de células fueron positivos para GFAP (el 2-3% de las células). Se detecté un 1% de
células positivas para TUJ1 con la induccidon de diferenciacion. Aunque los niveles basales y los porcentajes de
células que expresan MAP2 o NESTIN fueron superiores en comparacion con los de células que expresan GFAP y
TUJ1, solo el 10-15% de las células fueron altamente positivas para MAP2 o NESTIN. La flecha apunta a las células
positivas. Barra de escala: 80 pm.

La figura 13 muestra cémo pueden identificarse y aislarse poblaciones de células de glioma segun un método segun
la invencion basandose en su morfologia y nivel de fluorescencia intrinseca (a una longitud de onda de excitacion de
488 nm). (A) Células FL1" que albergan una morfologia especifica y propiedades fluorescentes intrinsecas, lo que
permite una identificacion, purificacion y caracterizacion rapida, no toxica y robusta, en comparacioén con cualquier
otra célula de glloma dentro de una muestra de glioma reciente y de cultivo. (B) Resumen de las propiedades de las
células aisladas FL1"y FL1° segun la invencion.

La figura 14 representa un esquema para un método para detectar la recidiva de células madre cancerosas en una
muestra de células madre cancerosas. Se indican las etapas (a), (b), (c), (i), (j), (k), (11)-(14) del método.

Descripcion detallada

El término “muestra” comprende una muestra de tejido o fluido procedente de cualquier origen tal como una muestra
de tejido o fluido de un paciente (tal como un paciente mamifero, mas especificamente un paciente humano) que
padece un cancer o que se sospecha que padece un cancer tal como por ejemplo gliomas, schwanomas, metastasis
del cerebro, meningiomas y ependimomas humanos. En otra realizacion, la muestra comprende una muestra de
tejido o fluido procedente de cualquier origen tal como una muestra de tejido o fluido de un paciente (tal como un
paciente mamifero, mas especificamente un paciente humano) que padece un cancer metastasico o que se
sospecha que padece un cancer tal como por ejemplo metastasis del cerebro por melanoma, cancer de mama,
cancer de colon, cancer de pulmon.

El término “muestra de células tumorales” comprende muestras de células recién disociadas de una muestra de
tumor o de muestras de células en las que las células se han cultivado tras la disociaciéon de una muestra de tumor,
como por ejemplo cultivos de gliomaesferas tales como cultivadas en medio de células madre y similares, cultivos de
células adherentes tales como cultivadas en medio rico en suero y similares y cultivos de células diferenciadas tales
como cultivadas en medio de cultivo de diferenciacion y similares. El término “medio de células madre y similares”
incluye medio en el que se expanden células madre cancerosas (también denominadas gliomaesferas) derivadas de
muestra de tejido recién disociado. Por ejemplo, el medio de cultivo de células madre neuronales incluye medio
DMEM-F12 de Ham (Gibco) con aporte complementario de penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco), B27 (1/50,
Gibco) o BIT9500 (al 20%, Stemcell Technologies), EGF recombinante humano (20 ng/ml, Invitrogen) y FGF-2
basico (20 ng/ml, Invitrogen)).

El término “medio rico en suero y similares” incluye medio en el que se expanden cultivos adherentes derivados de
una muestra de tejido recién disociado (por ejemplo el 10% de FBS, DMEM-F12 de Ham (Gibco) con aporte
complementario de penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco)).

El término “medio de cultivo de diferenciacion y similares” incluye medio en el que se siembran en placa células
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madre cancerosas para analizar sus capacidades multipotentes (por ejemplo placas recubiertas con una mezcla de
poli-L-ornitina y laminina (sigma) diluidas 1:100 en H;O durante la noche a 37°C. Las células se disocian y se
siembran en placa a una densidad de 10 célula/ul en DMEM-F12 de Ham (Gibco) con aporte complementario de
penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco), B27 (1/50, Gibco) o BIT9500 (al 20%, Stemcell Technologies).

El término “medio de expansion” define un medio en el que las células se expanden in vitro, es decir en el que las
células crecen, se dividen y dan lugar a células hijas mediante division asimétrica o simétrica.

El término “canal FL1” es el canal de fluorescencia de deteccion longitudinal tal como se describe en Practical Flow
Cytometry, Shapiro et al., 42 edicion, 2003, Wiley & Sons, Inc. Normalmente, para una longitud de onda de excitacion
de 488 nm, la deteccion de autofluorescencia se produce en el canal FL1 a una longitud de onda de o de
aproximadamente 520 nm.

El término “canal FL3” es el canal de fluorescencia de deteccion lateral (45°) tal como se describe en Practical Flow
Cytometry, Shapiro et al., 42 edicion, 2003, Wiley & Sons, Inc. Normalmente, para una longitud de onda de excitacion
de 488 nm, la deteccién de autofluorescencia se produce en el canal FL3 a una longitud de onda > 630 nm.

El término “canal FL4” es el canal de fluorescencia de deteccion lateral tal como se describe en Practical Flow
Cytometry, Shapiro ef al, 42 edicion, 2003, Wiley & Sons, Inc. Normalmente, para una longitud de onda de excitacion
de o de aproximadamente 632 nm o de o de aproximadamente 546 nm, la deteccién de autofluorescencia se
produce en el canal FL4 a una longitud de onda > 630 nm.

El término “cancer” comprende canceres tales como un cancer del sistema nervioso central y periférico, metastasis
del cerebro y metastasis del pulmén, leucemias mieloides agudas (LMA), tumores de mama y ovarios. Ademas, el
término cancer comprende canceres tales como melanoma, cancer de mama, cancer de colon.

El término “células FL1"” o “células FL1-H” se refiere a células que se clasifican mediante clasificacién celular
activada por fluorescencia a través de un método segun la invencion, especialmente mediante la deteccion y
clasificacion selectivas de células que presentan una morfologia especifica (alta FSC y baja/media SSC) y emision
de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser en una submuestra de células. Esta
submuestra consiste en una subpoblacion de células que presentan tal emision de autofluorescencia detectada en el
canal FL1 que se detecta tras excitacion a una longitud de onda de 488 nm (por ejemplo un haz de laser azul, por
ejemplo argén) a una longitud de onda de aproximadamente 520 nm. Mas especificamente, la autofluorescencia de
FL1 puede detectarse en el canal FL1 con un espejo dicroico a 530 nm +/-15, y mas estrechamente con un espejo
dicroico a 515 nm +/-5, lo que confirma la especificidad del espectro de emision de autofluorescencia de FL1.

El término “células FL1” o “células distintas de FL1-H" o “células no autofluorescentes” se refiere a células que se
clasifican mediante clasificacién celular activada por fluorescencia a través de un método segun la invencion,
especialmente mediante la deteccion y clasificacion selectivas de células que presentan una morfologia especifica
(baja/media FSC y media/alta SSC), no son fluorescentes en el canal FL1 y presentan un ligero cambio positivo en
la fluorescencia detectada en el canal FL3 o FL4.

El término “alta FSC” o “alta FSC-H” o “alta FSC-A” significa dispersion frontal y corresponde a la medicion del
tamafo y la velocidad de la particula (¢ célula?) (diametro celular entre 5-7 um).

El término “baja/media FSC” o “baja/media FSC-H” o “baja/media FSC-A" significa dispersion lateral frontal y
corresponde al tamafo de la célula (diametro celular < 5-7 um).

El término “media/alta SSC” o “media/alta SSC-H” o “media/alta SSC-A” significa dispersion lateral u ortogonal y
corresponde a la complejidad o granularidad de la célula (células con citoplasma grande y granulares).

El término “baja/media SSC” o “baja/media SSCH” o “baja/media SSC-A" significa dispersion lateral u ortogonal y
corresponde a la complejidad o granularidad de la célula (células con citoplasma agranular y confinado alrededor del
nucleo).

Normalmente, las células FL1" o FL1-H combinaban una “alta FSC” o “alta FSC-H” o “alta FSC-A” con “baja/media
SSC” o “baja/media SSC-H” o “baja/media SSC-A”", y por tanto tienen una razon de diametro nuclear/citoplasmatico
>1.

Normalmente, las células FL1° o distintas de FL1-H combinaban una “baja/media FSC” o “baja/media FSC-H" o
“baja/media FSC-A" con “media/alta SSC” o “media/alta SSC-H” o “media/alta SSC-A”, y por tanto tienen una razén
nucleo/citoplasma <1.

El término “muestra de células madre cancerosas” significa una composicion celular aislada segun la invencién o
una composicion celular que puede obtenerse mediante un método para la preparacién de una composicién celular
segun la invencion.
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El término “medio de cultivo de células madre” es un medio adecuado para el cultivo de células madre.
Normalmente, un medio de cultivo de células madre incluye por ejemplo mitdégenos (bFGF, EGF) y medios libres de
aporte complementario (B27 o BIT9500).

El término “esferogenicidad” comprende la capacidad de una unica célula madre para dividirse simétrica o
asimétricamente para formar un clon. Este clon se denomina esfera, y mas precisamente, se denomina gliomaesfera
cuando la esfera se deriva de un tumor de glioma. Esta capacidad puede medirse mediante ensayo clonal también
denominado ensayo de autorrenovacion, tal como se describe en el ejemplo 3 y en la figura 2. El ensayo de
autorrenovacion mide la capacidad de una uUnica célula para formar un clon, pero no todos los clones forman
esferas. Sélo las células madre o progenitores iniciales en el desarrollo normal o en determinados tipos de cancer
muestran este potencial esferogénico, y esta especificidad existe en células madre neuronales y de glioma.

El término “multipotencia” comprende la capacidad de las células para diferenciarse en varios tipos celulares, por
ejemplo, para las células del sistema nervioso central, mutipotencia se refiere a la capacidad para diferenciarse en
células tales como GFAP (astrocitos), NESTIN (progenitores neuronales), TUJ1 (neuronas).

El término “recuperacion” comprende la transferencia de células FL1" y FL1° de vuelta a los medios de células
madre tras el tratamiento. El término “agente antitumoral” comprende moléculas susceptibles de tener una actividad
terapéutica en un cancer, por ejemplo eficaces en el tratamiento de un cancer tal como en la disminucién o
supresion del crecimiento tumoral, en la prevencioén, disminucién o supresién de la recidiva del cancer. Comprende
agentes que se conocen por su actividad terapéutica en un cancer o agentes que se investigan para determinar su
capacidad para tener una actividad terapéutica en un cancer. El término “recidiva” significa la capacidad de una
célula madre cancerosa para sobrevivir, para mantener sus propiedades intrinsecas (por ejemplo autofluorescencia
en el canal FL1, esferogenicidad), su capacidad de division y opcionalmente para mantener propiedades adicionales
(por ejemplo capacidad de diferenciacion medida mediante la expresion de marcadores de diferenciacion,
propiedades de capacidad de células madre medidas mediante la expresion de marcadores de capacidad de células
madre y propiedades metabdlicas tales como las medidas mediante la actividad y la razéon de enzimas
NAD/NADPH+ usando un ensayo colorimétrico de 6xido-reduccion (MTS)) tras el tratamiento mediante un agente.
La medicion de recidiva se realiza mediante un ensayo de selecciéon y comprende los analisis de la presencia y la
proporcion de células FL1* y FL1° tras el tratamiento tal como se resume en la figura 14. El nivel de recidiva se
evaluara partiendo de la base de la proporciéon de células madre cancerosas supervivientes tras el tratamiento
durante el periodo de recuperacion y de la duracion del periodo de recuperacion durante el cual no se observa
recidiva de células madre cancerosas.

El término “capacidad para inhibir recidiva de células madre cancerosas” se refiere a la propiedad de un agente que
puede disminuir el nimero de células madre cancerosas en una muestra de células madre cancerosas tras el
tratamiento y tras la observacion de un periodo de recuperacion tras este tratamiento. Preferiblemente, la capacidad
para inhibir la recidiva de células madre cancerosas es la capacidad de un agente para eliminar células madre
cancerosas de una muestra de células madre cancerosas y para evitar la recidiva de esas células tras la
observacioén de un periodo de recuperacion.

El término “agente” incluye cualquier molécula (por ejemplo quimica, bioldgica) o cualquier factor
externo/medioambiental (por ejemplo, mecanico, radiacion).

El término “muestra de células madre cancerosas” significa una muestra seleccionada de un cultivo de
gliomaesferas (cultivadas tal como se describe en los ejemplos) que contiene una mezcla de células FL1* y FL1°
segun la invencién o una muestra que contiene dos poblaciones de células FL1* o FL1° aisladas en las que las
células se aislan mediante un método segun la invencion.

Tal como se usa en el presente documento, “tratamiento” y “tratar” y similares significan generalmente obtener un
efecto farmacoldgico vy fisioldgico deseado. El efecto puede ser profilactico en cuanto a la prevencion o prevencion
parcial de una enfermedad, sintoma o estado de la misma y/o puede ser terapéutico en cuanto a una cura parcial o
completa de una enfermedad, estado, sintoma o acontecimiento adverso atribuido a la enfermedad. El término
“tratamiento” tal como se usa en el presente documento cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un
mamifero, particularmente un ser humano, e incluye: (a) prevenir que la enfermedad se produzca en un sujeto que
puede estar predispuesto a la enfermedad pero que todavia no se ha diagnosticado que la tiene; (b) inhibir la
enfermedad, es decir, detener su desarrollo; o aliviar la enfermedad, es decir, producir la regresion de la enfermedad
y/o sus sintomas o estados.

El término “inhibidor” usado en el contexto de la invenciéon se define como una molécula que completa o
parcialmente la actividad de la molécula bioldgica.

El término “aislada” se usa para indicar que la célula esta libre de asociacidon con otras células, proteinas o
polipéptidos, por ejemplo como un producto de una purificacion o como un extracto purificado.
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El término “sujeto” tal como se usa en el presente documento se refiere a mamiferos. Por ejemplo, los mamiferos
incluyen seres humanos, primates, animales domesticados tales como reses, ovejas, cerdos, caballos y similares.

En una realizacion, se proporciona un método para la preparacion de una composicién celular, que comprende las
etapas de:

(a) proporcionar una muestra de células tumorales;

(b) cultivar opcionalmente las células proporcionadas en (a) en un medio de cultivo;

(c) aislar en una submuestra las células que presentan emision de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras
excitacion por haz de laser a una longitud de onda de o de aproximadamente 488 nm mediante clasificacion celular

activada por fluorescencia, a partir de las células proporcionadas en la etapa (a) o (b);

(d) aislar en otra submuestra mediante clasificacion celular activada por fluorescencia las células que no fluorescen
en la etapa (c) y que presentan un ligero cambio positivo en la fluorescencia detectada en el canal FL3 y/o FL4;

(e) excluir las células muertas de cada una de las submuestras de células aisladas obtenidas en las etapas (c) y (d);
(f) Reunir la submuestra de células obtenida en la etapa (c) tras el tratamiento en la etapa (e);
(g) reunir la submuestra de células obtenida en la etapa (d) tras el tratamiento en la etapa (e).

En una realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método en el que las células aisladas en la etapa (c) son
aquellas que presentan adicionalmente una morfologia especifica (alta FSC y baja/media SSC) en la clasificacion
celular activada por fluorescencia.

En una realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método en el que las células aisladas en la etapa (d) son
aquellas que presentan adicionalmente una morfologia especifica (baja/media FSC y media/alta SSC) en la
clasificacion celular activada por fluorescencia.

En una realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método en el que la emision de autofluorescencia
detectada en la etapa (c) se detecta en el canal FL1, a una longitud de onda de o de aproximadamente 520 nm.

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método en el que la emision de autofluorescencia
detectada en la etapa (c) se detecta en el canal FL1 con un espejo dicroico a 530 nm +/-15 nm.

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método en el que la emision de autofluorescencia
detectada en la etapa (c) se detecta en el canal FL1 con un espejo dicroico a 515 nm +/-5 nm.

En otra realizacion adicional, la divulgacién proporciona un método en el que el ligero cambio positivo en la emision
de fluorescencia detectada en la etapa (d) se detecta a una longitud de onda > 630 nm.

En otra realizacién adicional, la divulgaciéon proporciona un método en el que se excluyen células muertas en la
etapa (e) mediante adicion de azul de tripano a las submuestras obtenidas en las etapas (c) y (d).

En otra realizacion adicional, la divulgacién proporciona un método en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra en la que las células se han cultivado tras la disociacion de una
muestra de tumor.

En otra realizacion adicional, la divulgacién proporciona un método en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra recién disociada de una muestra de tumor.

En oftra realizacion adicional, la divulgaciéon proporciona un método en el que el medio de cultivo en la etapa (b) se
selecciona de un medio de células madre, un medio rico en suero y un medio de cultivo de diferenciacion.

En otra realizacion adicional, la divulgacién proporciona un método en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra en la que las células se han disociado de una muestra de tumor
seleccionada de gliomas, schwanomas, metastasis del cerebro, meningiomas y ependimomas.

En otra realizacion adicional, la divulgacién proporciona un método en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra en la que las células se han disociado de una muestra de tumor
seleccionada de una metastasis del cerebro por melanoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona una composicion celular aislada que comprende células vivas que
presentan una emision de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser a o a
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aproximadamente 488 nm mediante clasificacion celular activada por fluorescencia.

En ofra realizacion adicional, la divulgacion proporciona una composicion celular aislada que comprende células
vivas que presentan una morfologia especifica (alta FSC y baja/media SSC) y una emisién de autofluorescencia
detectada en el canal FL1 tras excitacién por haz de laser a o a aproximadamente 488 nm mediante clasificacion
celular activada por fluorescencia.

En otra realizacion, la divulgacién proporciona una composicion celular aislada que comprende células vivas que no
presentan una emision de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser a o a
aproximadamente 488 nm y presentan un ligero cambio positivo en la fluorescencia detectada en el canal FL3 y/o
FL4 mediante clasificacion celular activada por fluorescencia. En otra realizacion adicional, la divulgacion
proporciona una composicion celular aislada que comprende células vivas que no presentan una morfologia
especifica (alta FSC y baja/media SSC), ni una emision de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras
excitacion por haz de laser a o a aproximadamente 488 nm, pero presentan una morfologia especifica (baja/media
FSC y media/alta SSC), un ligero cambio positivo en la fluorescencia detectada en el canal FL3 y/o FL4 mediante
clasificacion celular activada por fluorescencia.

En ofra realizacion, la divulgacion proporciona una composicion celular aislada que comprende una submuestra de
células que puede obtenerse mediante un método segun la divulgacion.

En una realizacion adicional, la divulgacion proporciona una composicion celular aislada en la que la submuestra de
células se obtiene en la etapa ().

En otra realizacion adicional, la divulgacion proporciona una composicion celular aislada en la que la submuestra de
células se obtiene en la etapa (g).

En otra realizacién adicional, la divulgacion proporciona una composicion celular aislada en la que las células son
células de glioma.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un kit que comprende al menos una composicién celular segun la
divulgacion.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método de seleccion para seleccionar agentes antitumorales que
comprende las etapas siguientes:

(i) combinar una composicién celular aislada segun la invencion (células FL1%), en presencia/ausencia de un agente
que va a examinarse;

(i) determinar la capacidad del agente para inhibir al menos una funcién de las células FL1".

En una realizacion adicional, la invencién proporciona un método de seleccion para seleccionar agentes
antitumorales en el que la etapa (ii) comprende determinar la capacidad del agente para inhibir la funcion de células
FL1" midiendo la autorrenovacién, la tumorigenicidad y el enriquecimiento para determinar las propiedades génicas
de capacidad de células madre, el ciclo celular y las funciones metabdlicas.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la presencia de células cancerosas madre
o inmaduras en una muestra de células, que comprende las etapas siguientes:

(a) proporcionar una muestra de células;

(b) cultivar opcionalmente las células proporcionadas en (a) en un medio de cultivo;

(c) detectar células mediante clasificacion celular activada por fluorescencia que presentan emision de
autofluorescencia en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser a una longitud de onda de o de aproximadamente

488 nm a partir de las células proporcionadas en la etapa (a) o (b);

(d) detectar células mediante clasificacion celular activada por fluorescencia que no presentan emision de
autofluorescencia en el canal FL1 en la etapa (c) y presentan un ligero cambio positivo en la emision de
fluorescencia celular en el canal FL3 y/o FL4 tras excitacion por haz de laser de células proporcionada en la etapa

(a)o (b);
(e) determinar la razén de sefales de fluorescencia obtenidas en la etapa (d) y obtenidas en la etapa (c).
En otra realizacion, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la presencia de células cancerosas madre

o inmaduras en una muestra de células en el que las células detectadas en la etapa (c) son aquellas que presentan
adicionalmente una morfologia especifica (alta FSC y baja/media SSC) en la clasificacion celular activada por
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fluorescencia.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la presencia de células cancerosas madre
o inmaduras en una muestra de células en el que las células detectadas en la etapa (d) presentan adicionalmente
una morfologia especifica (baja/media FSC y media/alta SSC) en la clasificacion celular activada por fluorescencia.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la presencia de células cancerosas madre
o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente una etapa (f) tras la etapa
(c) de calcular el porcentaje de células detectadas en la etapa (c) dentro de la muestra.

En una realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método de deteccidon de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (f), una etapa (g) de comparar el porcentaje calculado en la etapa (f) con un porcentaje patron (por ejemplo
desde o de aproximadamente el 0,1% hasta o a aproximadamente el 6%).

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método de deteccion de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (d), una etapa (h) de aislar en muestras separadas células (FL1* y FL1°) detectadas en la etapa (d) y/o en la
etapa (c).

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método de deteccion de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (h), una etapa (j) de seleccionar la poblacion de células viables de muestras de células aisladas en la etapa
(h).

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método de deteccion de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (j), una etapa (k) de caracterizar al menos una propiedad de las células proporcionada en la etapa (j), en el
que las propiedades se seleccionan de propiedades de células madre, tumorigenicidad, integracién, autorrenovacion
y multipotencia.

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método de deteccion de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (j), una etapa (k) de determinar la expresion de al menos un marcador de diferenciacion (por ejemplo mediante
inmunoquimica o mediante tincién por FACS de TUJ1, MAP2 o GFAP) en las muestras de células proporcionadas
en la etapa (j).

En otra realizacién adicional, la divulgacién proporciona un método de deteccion de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (j), una etapa (k') de determinar la expresion de al menos un marcador de capacidad de células madre (por
ejemplo mediante qRT-PCR usando genes de NANOG, OCT4, SOX2, NOTCH1) en las muestras de células
proporcionadas en la etapa (j).

En otra realizacién adicional, la divulgaciéon proporciona un método de deteccion de la presencia de células
cancerosas madre o inmaduras en una muestra de células en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (j), una etapa (k') de determinar el porcentaje de células en division en las muestras de células proporcionadas
en la etapa (j) (por ejemplo mediante analisis del ciclo celular por FACS con yoduro de propidio, inmunoquimica o
tincion por FACS con un anticuerpo anti-Ki67).

En ofra realizacion, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la recidiva de células madre cancerosas
en una muestra de células madre cancerosas, que comprende las etapas siguientes:

(a) proporcionar una muestra de células madre cancerosas;
(b) tratar la muestra de células madre cancerosas proporcionada en (a) con un agente;

(c) incubar la muestra de células madre tratada en un medio de cultivo de células madre durante un periodo de
incubacion sin tratamiento;

(d) seleccionar la poblacién de células viables de la muestra de células madre incubada en la etapa (c);
(e) medir el nivel medio de autofluorescencia en la poblacion de células viables aislada en la etapa (d) detectando,
mediante clasificacion celular activada por fluorescencia, células que presentan emision de autofluorescencia en el

canal FL1 tras excitacion por haz de laser a una longitud de onda de o de aproximadamente 488 nm;

(f) aislar células mediante clasificacion celular activada por fluorescencia que tienen una morfologia especifica (alta
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FSC y baja/media SSC) y presentan emision de autofluorescencia en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser a
una longitud de onda de o de aproximadamente 488 nm de la poblacién de células viables aislada en la etapa (d);

(g) aislar células mediante clasificacion celular activada por fluorescencia que tienen una morfologia especifica
(baja/media FSC y media/alta SSC), no presentan emision de autofluorescencia en el canal FL1 en la etapa (d) y
presentan un ligero cambio positivo en la emision de fluorescencia celular en el canal FL3 y/o FL4 tras excitacion por
haz de laser de la poblacion de células viables aislada en la etapa (d);

(h) calcular el porcentaje de células viables autofluorescentes comparando el nivel medio de autofluorescencia en la
muestra de células madre cancerosas proporcionada en la etapa (a) y el nivel medio de autofluorescencia medido en
la etapa (e);

(i) calcular el porcentaje de la muerte celular comparando el nimero de células iniciales presentes en la muestra de
células madre cancerosas proporcionada en la etapa (a) y la poblacién de células viables resultante aislada en la
etapa (d);

(j) calcular el porcentaje de células viables FL1" comparando el nimero de células iniciales FL1" presentes en la
muestra de células madre cancerosas proporcionada en la etapa (a) y la poblacién de células FL1" viables resultante
aislada en la etapa (f);

(k) calcular el porcentaje de células FL1° viables comparando el nimero de células FL1° iniciales presentes en la
muestra de células madre cancerosas proporcionada en la etapa (a) y la poblacién de células FL1° viables resultante
aislada en la etapa (g);

() detectar la esferogenicidad de las poblaciones de células detectadas en las etapas (f) y (9);
(m) determinar la actividad del agente a través de su capacidad para inhibir recidiva de células madre cancerosas.

En otra realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la recidiva de células madre
cancerosas en una muestra de células madre cancerosas en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (1), una etapa (11) de determinar la expresion de al menos un marcador de diferenciacion (por ejemplo
mediante inmunoquimica o mediante tincién por FACS de TUJ1, MAP2 o GFAP) en las poblaciones de células
detectadas en las etapas (f) y (9).

En otra realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la recidiva de células madre
cancerosas en una muestra de células madre cancerosas en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (1), una etapa (12) de determinar la expresion de al menos un marcador de capacidad de células madre (por
ejemplo mediante gqRT-PCR usando genes de NANOG, OCT4, SOX2, NOTCH1) en las poblaciones de células
detectadas en las etapas (f) y (9).

En otra realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la recidiva de células madre
cancerosas en una muestra de células madre cancerosas en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (1), una etapa (13) de determinar el porcentaje de células en division en las poblaciones de células detectadas
en las etapas (f) y (g) (por ejemplo mediante analisis del ciclo celular por FACS con yoduro de propidio,
inmunoquimica o tincion por FACS con un anticuerpo anti-Ki67).

En otra realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la recidiva de células madre
cancerosas en una muestra de células madre cancerosas en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (1), una etapa (14) de determinar la actividad metabdlica de células FL1* y FL1°.

En otra realizacion adicional, la divulgacion proporciona un método de deteccion de la recidiva de células madre
cancerosas en una muestra de células madre cancerosas en el que el método comprende adicionalmente, tras la
etapa (1), una etapa (14) de determinar el contenido en y las actividades de NADH y LDH en las poblaciones de
células detectadas en las etapas (f) y (g) (por ejemplo mediante ensayo colorimétrico).

En un aspecto particular segun la invencion, la muestra de células tumorales es una muestra de células tumorales
de mamifero.

En una realizacion adicional, la muestra de células tumorales es una muestra de células tumorales humanas.

En una realizacion adicional, la invencion se refiere a un ensayo de seleccion que comprende o usa una
composicion celular aislada segun la divulgacion.

PROCEDIMIENTOS Y CONDICIONES GENERALES

El método segun la divulgacion es un método no toxico y directo para identificar, purificar y enriquecer células madre
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o inmaduras de inicio de cancer a partir de una muestra de células (por ejemplo células disociadas de tumores como
gliomas, tumores derivados del sistema nervioso periférico (schwanomas), metastasis del cerebro, meningiomas y
ependimomas, que pueden mostrarse a modo de ejemplo esquematicamente tal como se presenta en la figura 1.

Para la preparacion de una muestra de células tumorales (por ejemplo de origen humano) para su uso en un método
segun la invencion en la etapa (a) y una composicion segun la invencion, las células se preparan segun el protocolo
general tal como sigue:

(A) Biopsia

Se obtiene una biopsia del tejido tumoral correspondiente en condiciones estériles usando métodos convencionales
adaptados a las células especificas que se recogeran. Los ejemplos de muestras de tumor usadas se enumeran en
la figura 9A.

(B) Disociacién de células

Entonces se disocian las células del tejido tumoral obtenido a partir de la biopsia (A) usando métodos
convencionales tales como métodos enzimaticos (por ejemplo disolucion de papaina) y/o mediante métodos
mecanicos convencionales (por ejemplo mediante cuchilla y pipeteo vigoroso arriba y abajo) combinados con etapas
apropiadas de incubacion, lavado, aporte complementario de antibiéticos y centrifugacion tal como se describe en
los métodos convencionales.

Entonces se usan las células recién disociadas obtenidas como muestra de células tumorales o bien (figura 1(a)) de
manera extemporanea o bien (figura 1(b)) tras el cultivo y la proliferacién celular ex-vivo tal como sigue.

Cultivo vy proliferacién celular ex-vivo

Las células usadas como muestra de células tumorales en el contexto de la invencion pueden cultivarse en
diferentes medios tales como en un medio de células madre y similares, en un medio rico en suero y similares o en
un medio de cultivo de diferenciacién y similares. El medio de cultivo puede adaptarse por el experto en la técnica,
dependiendo del tipo de célula tumoral que va a cultivarse. La etapa de cultivo celular comprende una combinacién
de etapas apropiadas de incubacion, lavado, aporte complementario de antibidticos y factores de crecimiento o
agentes mitoticos y centrifugacion tal como se describe en los métodos convencionales. Estas etapas se repiten
hasta que aparece la esfera (gliomaesfera en el caso de que la esfera se derive de un tumor de glioma). Puede
someterse a ensayo el aspecto de las esferas mediante ensayo clonal (también denominado ensayo de
autorrenovacion) tal como se describe en el ejemplo 3 mas adelante y en la figura 2. Una vez que las células estan
comenzando a formar esferas, se disocian las células (por ejemplo mecanicamente) del medio de cultivo celular.

Clasificacion celular mediante clasificador celular activado por fluorescencia (FACS)

Se clasifican las células mediante clasificacion celular activada por fluorescencia detectando y clasificando
selectivamente las células que presentan emision de autofluorescencia detectada en el canal FL1 tras excitacion por
haz de laser en una submuestra de células. Esta submuestra consiste en una subpoblaciéon de células que
presentan tal emisién de autofluorescencia detectada en el canal FL1 (también denominadas FL1") que se detecta
tras excitacion a una longitud de onda de 488 nm (por ejemplo un haz de laser azul, por ejemplo argén) a una
longitud de onda de aproximadamente 520 nm. Mas especificamente, la autofluorescencia de FL1 puede detectarse
en el canal FL1 con un espejo dicroico a 530 nm +/-15, y mas estrechamente con un espejo dicroico a 515 nm +/-5,
lo que confirma la especificidad del espectro de emisién de autofluorescencia de FL1. Se seleccionan
adicionalmente las células que tienen una morfologia especifica (alta FSC y baja/media SSC).

Se clasifican las células no autofluorescentes (también denominadas FL1°%) mediante clasificacion celular activada
por fluorescencia detectando y clasificando selectivamente las células que no fluorescen en el canal FL1 y que
presentan un ligero cambio positivo en la fluorescencia detectada en el canal FL3 o FL4 (etapa (e)) en ofra
submuestra de células. Se seleccionan adicionalmente las células que tienen una morfologia especifica (baja/media
FSC y media/alta SSC).

Exclusion de células muertas de la preparacion celular

Las células muertas se excluyen de las subpoblaciones de FL1" y FL1° identificadas y aisladas, por ejemplo
mediante adicién de azul de tripano, contribuyendo de ese modo a amplificar la deteccién de la subpoblacion de
FL1° y logrando la discriminacion entre las 3 poblaciones de células (células muertas, FL1°y FL1*). Las células FL1*
aisladas presentan propiedades de capacidad de células madre in vitro tales como multipotencia y autorrenovacion
mediante divisidn simétrica y asimétrica, potencial esferogénico, tumorigenicidad selectiva y pueden propagar el
crecimiento tumoral in vivo tal como se muestra en los ejemplos mas adelante. Ademas, la poblacion de células
autofluorescentes FL1*, que expresa preferentemente genes relacionados con la capacidad de células madre, tiene
actividad metabdlica potenciada.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535929 T3

Usos de las poblaciones de células obtenidas discriminadas

Las subpoblaciones aisladas (FL1° y FL1") obtenidas mediante el método segun la invencion pueden usarse para
diferentes fines.

Por ejemplo, puede usarse una composicion celular aislada en un método de seleccion para seleccionar agentes
antitumorales (por ejemplo compuestos quimicos, farmacos o cualquier compuesto bioldgico y similares) que
comprende las etapas siguientes:

(i) Combinar una composicién celular (células FL1%), en presencia/ausencia de un agente que va a seleccionarse;

(ii) Determinar la capacidad del agente para inhibir al menos una de las propiedades y funciones de las células FL1*
(por ejemplo autorrenovacién, viabilidad, tumorigenicidad). Por ejemplo, midiendo el porcentaje de células FL1", la
actividad metabdlica de las células FL1", el ciclo celular y la viabilidad, sometiendo a prueba su capacidad para
formar esferas secundarias (figuras 2 y 13).

Por ejemplo, puede usarse una composicion celular aislada para identificar genes tumorigénicos y dianas génicas
anti-tumorales mediante la obtencion del perfil (niveles de expresion diferencial de proteinas y ARNm, ARN,
proteina) o para identificar péptidos especificos para generar anticuerpos, vacunas, (células dendriticas pulsadas)
para estrategia de inmunoterapia.

Por ejemplo, puede usarse una composicion celular aislada para identificar y desarrollar nuevos aportes
complementarios de medio para mejorar las condiciones de cultivo para expandir cultivos celulares a partir de
gliomas de bajo grado (grado I, III).

Por ejemplo, puede usarse una composicién celular aislada para identificar la existencia o la presencia de una FL1*
autofluorescente en contexto normal. Esto significa usar la técnica descrita anteriormente para aislar y caracterizar
células madre normales con el fin de desarrollar farmacos para reparacion tisular, repoblacién de células madre,
seguimiento, viabilidad de células madre in vivo.

El método para identificar, purificar y enriquecer células madre o inmaduras de inicio de cancer a partir de una
muestra de células (por ejemplo células disociadas de tumores como gliomas, tumores derivados del sistema
nervioso periférico (schwanomas), metastasis del cerebro, meningiomas y ependimomas puede usarse para
identificar y definir la razén de células cancerosas inmaduras/madre usando clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS). Este método permite analizar las células con un alto nivel de autofluorescencia de FL1*
(media >10") o un bajo nivel de autofluorescencia de FL1° (media <101).

Este método puede usarse para detectar la presencia de células cancerosas madre o inmaduras en una muestra de
células por ejemplo para diagnoéstico.

Normalmente, en un aspecto, se proporciona un método en el que la muestra de células proporcionada en la etapa
(a) es una muestra de un paciente que padece un cancer o que se sospecha que padece un cancer tal como por
ejemplo gliomas, schwanomas, metastasis del cerebro, meningiomas y ependimomas humanos. Ademas, en otro
aspecto, se proporciona un método en el que la muestra de células proporcionada en la etapa (a) es una muestra de
un paciente que padece un cancer metastasico o que se sospecha que padece un cancer tal como por ejemplo
metastasis del cerebro por melanoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon.

Segun un aspecto, el método de la invencion puede comprender adicionalmente una etapa de comparar el
porcentaje calculado de células detectadas mediante autofluorescencia por FACS en el canal FL1 tras excitacion por
laser con un porcentaje patron. Normalmente, este porcentaje patron es un porcentaje de células calculado mediante
el mismo método en una muestra de células de un paciente sano o una muestra de células del mismo paciente
medido anteriormente (por ejemplo antes de la cirugia, antes del tratamiento, justo tras la cirugia, justo tras el
tratamiento, etc.).

Una vez que se detectan estas células FL1", puede prescribirse la reseccién local especifica o el tratamiento del
tumor in vivo.

En ausencia de marcadores de células madre especificos y fiables y debido a la complejidad de la clasificacion
mediante patrones o “firmas” completos, podria resultar mas apropiado usar medios indirectos tales como
caracteristicas o propiedades morfolégicas que reflejan o que estan correlacionadas de manera razonable con un
estado de capacidad de células madre aumentado. Por tanto, es Util reconsiderar los criterios para la deteccion de
células de inicio de glioma y usar una estrategia de seleccion segun la invencién no basada en marcadores
moleculares predeterminados, sino en caracteristicas celulares generales, robustas y facilmente detectables tal
como se muestra en la figura 13 (autofluorescencia, morfologia particular o estado metabdlico). La combinacion
adicional de una primera etapa de clasificacién no molecular facil con diferentes marcadores moleculares podria
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perfeccionar en el futuro el aislamiento de células madre de glioma.

A continuacion se describiran en el presente documento ejemplos que ilustran la invencion de una manera mas
detallada y haciendo referencia a las realizaciones representadas en las figuras. La presente invencién no esta
limitada en alcance por las realizaciones especificas descritas en el presente documento, que se proponen como
ilustraciones uUnicas de aspectos individuales de la invencion, y los métodos y componentes funcionalmente
equivalentes estan dentro del alcance de la invencion. De hecho, resultaran evidentes diversas modificaciones de la
invencion, ademas de las mostradas y descritas en el presente documento, para los expertos en la técnica a partir
de la descripcién anterior y de los dibujos adjuntos. Tales modificaciones pretenden incluirse dentro del alcance de
las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Las siguientes abreviaturas se refieren respectivamente a las definiciones a continuaciéon: mg (miligramos), ml
(mililitros), mM (milimolar), min (minuto), ng (nanogramos), nm (nanometros), rpm (rotaciéon per minuto), LMA
(leucemia mieloide aguda), MC (medio condicionado), EGF (factor de crecimiento epidérmico), DMEM (medio de
Eagle modificado por Dulbecco), EDTA (acido etilendiaminotetraacético), FACS (clasificador celular activado por
fluorescencia), FBS (suero bovino fetal), FSC (dispersion frontal), FGF-2 (factor 2 de crecimiento de fibroblastos),
LDH (lactato deshidrogenasa), MHCI (complejo mayor de histocompatibilidad 1), IRM (obtencién de imagenes
mediante resonancia magnética), MTS ([3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil }-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal
interna); NADH (nicotinamida adenina dinucledtido), PBS (solucion salina tamponada con fosfato), PES (etosulfato
de fenazina), PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacién), Pl (yoduro de propidio), SC (célula madre), SSC
(dispersion lateral).

Ejemplo 1: Método para analizar y purificar células de inicio de cancer recién disociadas (figura 3)

El método segun la invencion se realiza en una muestra recién disociada de células tumorales (etapa (b) omitida).

1- Se reciben muestras de tumores humanos recientes (gliomas humanos de diferente grados) del quiréfano, se
colocan en un recipiente que contiene PBS 1x.

2- Se disocia la muestra de tumor usando papaina (3 mg/ml de disolucién de activacion Worthington) disuelta en
disolucion de activacion (EDTA 1,1 Mm, L-cisteina 5,5 mM/HCI, Sigma) y cortando mecanicamente.

3- La incubacion dura 45 minutos.

4- Entonces se lavan los fragmentos tumorales con medios (DMEM-F12 de Ham, Gibco) con aporte complementario
de penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco).

5- Se centrifuga la mezcla de disociacion celular a 1.200 rpm durante 15 min a 4°C.

6- Se afade una mezcla de 1:1 de inhibidor de ovomucoide (0,7 mg/ml, Worthington) y ADNasa 10 mg/ml al
sedimento de células con el fin de inhibir proteasas. Se pipetea la preparacion suavemente arriba y abajo hasta que
la mezcla pasa correctamente al interior de las puntas. Finalmente se afiaden los medios a una razén ((1:1):8). Si los
fragmentos tumorales no se han digerido completamente, se hace pasar la preparacion a través de un raspador
celular 70 pM.

7- Entonces se centrifuga la preparacion a 1.200 rpm durante 5 min a 4°C. Se desecha el sobrenadante. Se
resuspende el sedimento de células en 10 ml de medios (DMEM-F12 de Ham Gibco) con aporte complementario de
penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco), se centrifuga a 1200 rpm durante 5 min a 4°C. Se repite esta etapa dos
veces.

8- Se lleva ' del sedimento de células a 10 ml de medios (DMEM-F12 de Ham Gibco) con aporte complementario
de penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco), aporte complementario libre de suero B27 (1/50, Gibco) o aporte
complementario libre de suero BIT9500 (al 20%, Stemcell Technologies), EGF recombinante humano (20 ng/ml,
Invitrogen) y FGF-2 basico (20 ng/ml, Invitrogen).

9- Se lleva Y2 del sedimento de células a 4 ml de PBS 1x para el analisis reciente en el clasificador celular
FACSvantage SE.

10- Se calibra el clasificador a una excitacion de 488 nm de longitud de onda y se mide la emision de
autofluorescencia de las células en el canal FL1 usando espejos de o bien 515 nm o bien 530 nm con un nivel de
detector de hasta 599 nm (aunque 450 nm es suficiente).

11- La adicion de azul de tripano (1/1.000 Sigma) en las células tumorales recién disociadas que contienen PBS 1x
permite la identificacién de células viables en la poblacién autofluorescente (denominada FL1%) y la poblacién de
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FK1 no autofluorescente (denominada FL1°). La medida se realiza en el canal FL3 con un laser de excitacion a
488 nm, pero puede realizarse en el canal FL4 con laser de excitacion de o bien 546 nm o bien 632 nm.

12- El protocolo para analizar células separa las células viables, por tanto las células que presentan baja FSC y baja
SSC se excluyen de la separacion de R1 FSC-SCC. Esto también incluye glébulos rojos.

13- Se calcula el porcentaje de células FL1" recién disociadas en la poblacion completa, que incluye glébulos rojos.
14- Puesto que las selecciones de células FL1* y FL1° se realizan especificamente en células tumorales viables (R1*
FL1") y (R1* FL1°%), las separaciones se colocan especificamente en células viables FL1* y FL1° antes de la

purificacion de las dos subpoblaciones (figura 3).

Ejemplo 2: Método para analizar y purificar células de inicio de cancer cultivadas en condiciones de células madre

(figura 4)

El método segun la invencion se realiza en una muestra de células tumorales cultivadas en condiciones de células
madre (en la etapa (b)).

1- Se obtienen células a partir del protocolo descrito anteriormente y cultivos derivados del punto 8 descrito
anteriormente (8-se lleva %2 del sedimento de células a 10 ml de medios (DMEM-F12 de Ham Gibco) con aporte
complementario de penicilina-estreptomicina a 1/1.000 (Gibco), B27 (1/50, Gibco) o BIT9500 (al 20%, Stemcell
Technologies), EGF recombinante humano (20 ng/ml, Invitrogen) y FGF-2 basico (20 ng/ml, Invitrogen)).

2- Se coloca el cultivo a 37°C en un incubador de CO2 al 5% durante 48 horas.

3- Se centrifuga la suspension celular a 1.200 rpm durante 5 min a 4°C. Se lava el sedimento de células con PBS 1x,
se centrifuga de nuevo y se lleva el sedimento de células a una razén de 1,1 de medio condicionado y medios de
células madre (DMEM-F12 de Ham Gibco) con aporte complementario de penicilina-estreptomicina a 1/1.000
(Gibco), B27 (1/50, Gibco) o BIT9500 (al 20%, Stemcell Technologies), EGF recombinante humano (10 ng/ml,
Invitrogen) y FGF-2 basico (10 ng/ml, Invitrogen).

4- El medio condicionado (MC) resulta del cultivo previo de células de inicio de cancer tras la centrifugacion de
células cuando se realizan pases de las células (una vez a la semana). Este MC se almacena a -20°C, se filtra a
través de un filtro de jeringa PES de 0,22 mm antes de afiadirse a un nuevo cultivo.

5- Se repite el mismo procedimiento de lavado, centrifugacion y sustitucion de medios durante todos los pases hasta
que aparecen las esferas.

6- Una vez que las células estan comenzando a formar esferas (denominadas gliomaesferas) tal como se observa
mediante microscopia, se disocian mecanicamente las células mediante nuevo lavado mecanico un nimero maximo
de 5 veces con medios nuevos, y haciendo pasar las célula a una dilucién de 50.000 c/ml.

7- Para analizar el porcentaje de células viables FL1" y FL1°, se disocian las células (véase 6-), se centrifugan a
1.200 rpm durante 5 min a 4°C, se lavan en PBS 1x y se llevan a 4 ml de PBS 1x.

8- Se calibra el clasificador a una excitacion de 488 nm de longitud de onda y se mide la emision de
autofluorescencia de las células en el canal FL1 a 515 6 530 nm con un nivel de detector de hasta 599 nm.

9- El protocolo para analizar células separa las células viables. La adicion de azul de tripano (1/1.000, Sigma) en las
células tumorales disociadas que contienen PBS 1x permite la identificacion de células viables en la poblacién
autofluorescente (denominada “FL1*") y la poblacion de FL1 no autofluorescente (denominada “FL1%"). La medida se
realiza en el canal FL3 con un laser de excitacién a 488 nm, pero puede realizarse en el canal FL4 con laser de
excitacion de o bien 546 nm o bien 632 nm.

10- Se calcula el porcentaje de células FL1"* disociadas en la poblacién viable completa (R1).
11- Puesto que la seleccion de células FL1* y FL1° se realiza especificamente en células tumorales viables (R1*
FL1") y (R1* FL1°%), las separaciones se colocan especificamente en células viables FL1* y FL1° antes de la

purificacion de las dos subpoblaciones (figura 4).

Ejemplo 3: Caracterizacién adicional de las propiedades de subpoblaciones de células madre e inmaduras de inicio
purificadas obtenidas mediante el método segun la invencién (figura 6)

Las subpoblaciones de células (FL1° y FL1*) obtenidas mediante el método segun la invencién se caracterizan in
vitro segun protocolos convencionales. Mas adelante y en las figuras 2, 5 y 12 se facilitan ejemplos de la
caracterizacion in vitro (tales como propiedades de capacidad de células madre tales como potencial esferogénico y
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multipotencia). Ademas, se someten a prueba las propiedades in vivo (tal como potencial tumorigénico) de esas
subpoblaciones de células segun protocolos convencionales. Mas adelante y en la figura 6 se facilitan ejemplos de
propiedades in vivo. En el presente estudio, se ha aislado una subpoblacién de células de glioma humano que
presentan una morfologia distinta y una emision especifica de autofluorescencia en el canal FL1 tras excitaciéon por
laser a 488 nm. Esta fraccion celular, denominada FL1", se detecta tanto mediante microscopia fluorescente (figura
11) como mediante clasificacién celular activada por fluorescencia, FACS (figura 3, 4). Las células FL1" se detectan
como una pequefa subpoblacion en células humanas recién disociadas a partir de tejidos de glioma (0,15-21%,
N=11) independientemente del grado y el tipo de tumor. Tras el cultivo en condiciones de enriquecimiento de células
madre, las células de glioma forman colonias flotantes denominadas gliomaesferas, que muestran fracciones
superiores de células FL1" (4-60%, N=7). Cuando se comparan cultivos de diferentes grados de tumor, la fraccién de
FL1" permanece estable de manera variable durante mas de 10 pases (figura 10, figura 9B).

Sin embargo, cuando se siembran en placa células de glioma recién aisladas en condiciones distintas de células
madre, que contienen suero, no puede detectarse la fraccion de FL1%, ni puede transferirse posteriormente a
condiciones de cultivo de células madre para recuperar una poblacién de FL1" ni iniciar la formacién de esferas
(figura 7A). En contraposicion, el cebado de células de glioma como gliomaesferas en medio de células madre antes
de cultivar en medios con suero es suficiente para mantener una fraccién de FL1" que puede iniciar esferas
secundarias incluso en medios con suero (datos no mostrados). Ademas, las gliomaesferas cultivadas
principalmente en condiciones de células madre pierden irreversiblemente su fraccién de FL1" asi como su
capacidad clonogénica tras la induccién de diferenciacion (figura 7B, figura 12). Estos experimentos sugieren que las
células FL1" podrian asociarse con propiedades de capacidad de células madre en gliomaesferas.

Puesto que la autorrenovacion es una sefal de capamdad de celulas madre en tejidos normales y cancer, se ha
sometido a prueba la capacidad de las células FL1* y no FL1 (FL1°) para autorrenovarse mediante la formacion de
nuevas esferas en ensayos clonales para dlversas muestras de tumor (figura 9A). Tras la purificacion mediante
FACS, se sembraron en placa células FL1" y FL° como células individuales en condiciones de células madre y eI
recuento de esferas secundarias mostré una potencial esferogénico significativamente superior en células FL1*

(flgura 2A). Para comparar la capacidad de autorrenovacion a largo plazo, se midi6 la esferogemmdad de clones de
FL1" y FL1° individuales a lo largo de pases sucesivos. Mientras que los clones de FL1" mantenian un potencial
esferogenlco significativo y estable durante hasta cinco pases, los clones de FL1° se perdieron entre los pases 3y 4
y ningun clon pudo mantener mas la formacién de nuevas esferas en el pase 5 (flgura ZB) La morfologia de las
esferas de FL1" y FL1° fue S|gn|f|cat|vamente diferente, siendo las esferas de FL1" mas grandes, flotando y
pareciendo mas sanas que los clones de FL1° parcialmente unidos y de tamafio demasiado pequefio (figura 2C).
Estos ensayos clonales demuestran de manera convincente que la aptitud a largo plazo para autorrenovarse se
limita selectivamente a un compartimento de FL1" en el glioma humano. No obstante, las células FL1° también son
inicialmente células tumorales viables ya que se encuentran no sélo en tejido de glioma recién disociado, sino
también en gliomaesferas clonales donde cohabitan con células FL1* y pueden clasificarse y someterse a pases
(como esferas) varlas veces Puesto que las gllomaesferas no clasificadas pero clonales contienen una poblacion
mlxta de células FL1"y FL1° y puesto que las células FL1* tlenen un potencial esferogénico superior, las células
FL1° deben ser Ioglcamente células hijas derivadas de celulas FL1" mediante divisién asimétrica o mediante perdlda
de propledades de FL1". El analisis de fracciones de FL1" en gliomaesferas no clasificadas y en clones de FL1" y
FL1° clasificados derivados de las mismas muestra tras 4 pases que las esferas derivadas de FL1" contienen de
nuevo una poblacién mixta de FL1" y FL1°. En contraposicion, los cultlvos derivados de FL1° no recuperan celulas
FL1" significativas. Esto proporciona evidencia de que las células FL1° que se derivan de la poblacién de FL1"

permanecen viables durante varios pases pero a su vez no podrlan volver a adquirir propiedades autofluorescentes
una vez que han cambiado desde el estado de FL1* al de FL1° (datos no mostrados). Por tanto, se sospecha que las
células FL1° estan destinadas a ser progenitores o células de diferenciacion, que han perdido sus propiedades de
autorrenovacion y tumorigénicas.

Se han identificado varios perfiles de firma de células madre o progenitoras en glioma o sus supuestas células
madre cancerosas (Clément et al., 2007, Curr. Biol., 17, paginas 165). Ademas, se ha mostrado que varias rutas de
desarrollo desempefian un papel importante en glioma y sus células madre tales como la ruta sonic hedgehog-gli
(Clément et al., 2007, citado anteriormente), Notchl (Fan et al., 2006, Cancer Res., 66, 7445). Con el fin de entender
los mecanlsmos moleculares que subyacen a los fenotipos de capacidad de células madre selectiva de células de
glioma FL1", se ha sometido a prueba la expresion de una seleccion de 11 genes relacionados con capacidad de
células madre en células FL1* y FL1° de 4 gliomas diferentes. Mientras , que NANOG, OCT-4, SOX-2, NOTCH-1y
NESTIN estan significativamente sobreexpresados (> 2x) en células FL1" de al menos 3 de los 4 gliomas diferentes
sometidos a prueba, la expresion de PDGFR-a, PTEN, INTB-1, OLIG-2, ABCG-2, BMI-1 no cambid
significativamente (figura 5A). Estos cambios no parecen estar relacionados con una dlferencia en la proliferacion
celular, puesto que el PCNA no mostré una variacion significativa entre células FL1* y FL1°. Entonces se sometieron
a prueba la expresién de los genes de capacidad de células madre y su co-regionalizacion con células FL1*
autofluorescentes usando inmunohistoquimica y obtencion de imagenes confocal en gliomaesferas. Aunque la
distribucién de genes de capacidad de células madre individuales sélo fue parcialmente solapante con células FL1%,
NANOG, OCT-4, SOX-2, NOTCH-1 y NESTIN mostraron co-regionalizacion y localizacion preferentes con células
FL1" (figura 11). El hecho de que la mayoria de los genes de capacidad de células madre enriquecidos en las
poblaciones de FL1" también se detecten en células FL1° y de que algunas células FL1" en gliomaesferas no
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expresen proteinas de capacidad de células madre individuales expresadas por lo demas en la mayoria de FL1" es
relevante para el uso de cualquiera de estos genes de capacidad de células madre como posibles marcadores de
moleculares de células madre. Ademas, se usé Ki67 como marcador de indice de proliferacion, mostrando que todas
las células FL1" son Ki67+ aunque todas las Ki67+ no son FL1" (figura 11). Puesto que el antigeno Ki67 es la
proteina nuclear relacionada con el ciclo celular prototipo, expresada por células en prollferaC|on en todas las fases
del ciclo celular activo (fases G1, S, G2 y M), estos resultados indican que las células FL1° son viables y proliferan.
Sin embargo, un analisis mas preciso del ciclo celular revel6 que la mayoria de las células FL1" estan en fase S-
G2/M, mientras que la mayoria de las células FL1° estan en fase metabdlica G1 (figura 5B). Puesto que varios
estudios han relacionado la autofluorescencia con la actividad metabodlica celular tal como el estado de
NAD/NADPH+, o el contenido en flavina mitocondrial de células madre mesenquimatosas (Schuchmann et al.,
2001., Brain Res. Brain Res. Protoc., 7, paginas 267; Reyes et al., 2006, Stem Cells, 24, paginas 1213; Kann et al.,

2003, Neurosmence 119, paginas 87) se ha sometido a prueba por tanto la actividad metabdlica de las células FL1"

y FL1° usando un ensayo colorimétrico de oxido-reduccion (CellTiter 96® AQueous, Un ensayo de proliferacion celular
en disolucién de Promega que contiene MTS y un reactivo de acoplamiento de electrones (PES)), basado en la
actividad y la razén de enzimas NAD/NADPH+ Se encontré una actividad metabdlica S|gn|f|cat|vamente superior
(color gris oscuro) en células clasificadas FL1* en comparacion con células clasificadas FL1° en 4 de 4 gliomas
sometidos a prueba (figura 5C). En consecuencia se observa una clara correlacion entre la actividad metabdlica, el
porcentaje de células en fase S/G2-M y los niveles de autofluorescencia, aunque sigue sin estar claro como la
autofluorescencia refleja el potencial de capacidad de células madre de una subpoblacion de células de glioma.

Si sélo las células de glioma FL1" presentan propiedades de capacidad de células madre tales como
autorrenovacion y multlpoten0|a in vitro, las células de inicio de glioma deben encontrarse de manera plausible
dentro de la poblacion de FL1". Para someter a prueba esta p03|b|I|dad se implanté intracranealmente en ratones
desnudos (N=47) una carga de 10°, 10* y 10° células FL1* o FL1° clasificadas a partir de diversos cultivos de
gliomaesfera (figura 6). A las 4 semanas tras la implantacion, el 100% de los ratones en los que se inyectaron 10°
células FL1* han desarrollado pérdida de peso significativa y sintomas neuroldgicos que se correlacionaban con
tumores intracraneales en IRM y secciones hlstologlcas siendo todos ellos significativamente mayores que el
observado en un ratén al que se implantaron 10° células no clasificadas procedentes de gllomaesferas (flgura 6).
Aunque la supervivencia libre de sintomas fue mayor, todos los ratones en los que se implantaron 10" FL1" también
desarrollaron sintomas hacia las 6 semanas tras la |mplantaC|on En contraposicion, no se observé ningun tumor en
ninguno de los ratones en los que se inyectaron FL1°, ni siquiera con una carga de células intracraneales de 10° tras
una observacion de mas de 3 meses. De manera notable, todos los tumores mostraron una autofluorescencia
brillante cuando se observaron con un microscopio confocal en contraposicion a tejido de raton adyacente no
tumoral normal. Los analisis de inmunohistoquimica mostraron que los tumores inducidos por FL1* expresan GFAP,
NESTIN y algunos TUJ1 y tienen un alto indice proliferativo visualizado mediante tincion con Ki67. El origen humano
de las células tumorales se confirmé mediante tincion de MHCI especifica (figura 6A), y permitié la doble seleccion
de células MHCI+, FL1-H. La siembra en placa de células disociadas in vivo en condiciones de células madre revela
la formacion de esferas grandes y numerosas derivadas de cerebros en los que se han implantado FL1*
contraposmon a cultivos de cerebros en los que se ha implantado FL1% lo que confirma y amplia la |ncapaC|dad de
FL1° para revertirse en células FL1" in vivo, y lo que confirma que pueden realizarse pases de FL1" in vivo (figura
6C). Por tanto, estos datos demuestran claramente el potencial tumorigénico exclusivo in vivo de las células FL1".

Se someti6 a prueba la expresion del marcador Unico de células madre, CD 133, y se mostro que las células que
expresan CD133 se distribuyen dentro de compartimentos de células tanto FL1* como FL1°. El marcador CD133
puede ser Util para enriquecer células en autorrenovacion en las fracciones de FL1%/0, encontrandose su significativo
beneficio en 2/2 gliomas recientes y en 2/5 cultivos de GIC (eficacia: 57%). Por tanto, las células CD133 sdlo
representan una subpoblacion de la reserva de células de inicio de tumores, y confirma que el uso Unico y exclusivo
de CD133 como marcador de células madre es inapropiado y no esencial. En contraposicion, los criterios fenotipicos
de FL1 segun la invencion resultan ser un método muy fiable para aislar células en autorrenovacion en 8/8 gliomas
recientes y en 7/7 cultivos de GIC (eficacia: 100%).

En resumen, las propiedades de las células FL1* y FL1° se resumen en la figura 13 y las investigaciones y
caracterizaciones moleculares revelaron que las células FL1":

- son tumorigénicas

- pueden generar células FL1° y son responsables de mantener los cultivos de GIC a lo largo del tiempo

- son multipotentes

- estan enriquecidas en genes relacionados con la capacidad de células madre a nivel del ARN, pero la distribucion
de Ias protelnas relacionadas con la capacidad de células madre esta distribuida por igual dentro de células hijas de

FL1*y FL1°

- contienen mas del > 40% de células en division activa (en fase G2/M)
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- albergan una enorme actividad metabdlica (contenido en LDH, NADH, normalmente al menos dos veces los niveles
de NADI(;I para FL1" en comparacién con FL1° y al menos tres veces los niveles de LDH para FL1* en comparacién
con FL1%).

Conjuntamente, estos hallazgos in vitro e in vivo sugieren que las células de glioma en autorrenovacion y de inicio
de tumor tienen un fenotipo autofluorescente distinto que puede aprovecharse eficazmente para identificarlas y
aislarlas. Ademas, estos datos sugieren que este fenotipo refleja un estado metabdlico superior y esta asociado con
la expresion preferente de un gen de capacidad de células madre y un perfil de proteinas en las células de inicio de
glioma.

El método segun la invencidon basado en la autofluorescencia especifica permite la seleccion rapida, precisa y
robusta de células de inicio de glioma que puede facilitar considerablemente su caracterizacion en comparacion con
el uso de un Unico marcador molecular.

Se ha sugerido que una célula madre o poblacién progenitora inicial rara vez se define sélo por un marcador, sino
mas bien por una combinacién de marcadores moleculares. Por tanto, un Unico marcador probablemente no
restringiria especificamente un compartimento de células madre en gliomas. Resulta interesante que ninguno de los
genes de capacidad de células madre que podrian usarse potencialmente como marcadores funcionales de células
madre cancerosas se restringié exclusivamente a la poblacion de FL1* y por tanto apenas pudo usarse como
marcador unico de células madre (figura 6).

Por tanto, podria ser mas apropiado considerar el potencial de capacidad de células madre en una subpoblacién
dada o en células individuales como probabilidad, mas que un estado activado/desactivado.

Ejemplo 4: Ensayo de examen de recidiva in vitro en subpoblaciones celulares de células cancerosas obtenidas
mediante el método segun la invencion (figuras 13 y 14)

Se lleva a cabo un método con el fin de detectar recidiva in vitro de células madre cancerosas tal como se describe
en la figura 14.

Se proporcionan células madre cancerosas preparadas segun el método de la invencién (células FL1*, FL1" y FL1°
no clasificadas, FL1°) (etapa (a)), se someten a un tratamiento frente al cancer cada 2,5 dias (10 células/ul) en
presencia de concentracion de factor de crecimiento reducida (EGF y bFGF) (por ejemplo 1 ng/ml) (etapa (b)). Este
tratamiento frente al cancer se selecciona por ejemplo de los tratamientos frente al cancer usados cominmente tales
como radioterapia (por ejemplo irradiacion gamma) y quimioterapia (por ejemplo adicion de candidatos de farmaco
frente al cancer). Se incuban las células tratadas en un medio de cultivo de células madre durante un periodo de
incubacion sin tratamiento (etapa (c)). Se inicia la recuperacion cuando se detiene el tratamiento y una vez que las
células se transfieren de nuevo a medio de cultivo de células madre. Durante el periodo de incubacion (por ejemplo
en el dia 5, 10 y en el dia 20 tras el Ultimo dia de tratamiento), se miden los parametros siguientes:

- porcentaje de muerte celular medida tal como se describe en los ejemplos 1-3 (etapa (h));
- nivel medio de autofluorescencia medida tal como se describe en los ejemplos 1-3 (etapa (i));

- porcentaje de células FL1° y FL1" viables seleccionadas segun criterios de fluorescencia y morfoldgicos tal como
se describe en los ejemplos 1-3 (etapas (f), (9), (j) y (k));

- deteccion de la esferogenicidad de las células FL1° y FL1* medida tal como se describe en los ejemplos 1-3 (etapa
1);

- expresion de marcadores de diferenciacion (por ejemplo: TUJ1, MAP2, GFAP) medida tal como se describe en los
ejemplos 1-3 (etapa 11);

- expresion de los genes de capacidad de células madre (por ejemplo: NANOG, OCT4, SOX2, NOTCH1) medida tal
como se describe en los ejemplos 1-3 (etapa 12);

- porcentaje de células FL1° y FL1* en division (por ejemplo: analisis del ciclo celular con yoduro de propidio, tincion
con anticuerpo anti-Ki67) medido tal como se describe en el ejemplo 3 (etapa 13);

- determinacion de la actividad metabdlica de las células FL1* y FL1° a través de la medicion del contenido en y las
actividades de NADH y LDH medidas tal como se describe en los ejemplos 1-3 (etapa 14).

Se evalla el nivel de recidiva basandose en los parametros medidos. Por tanto, la capacidad de los tratamientos

frente al cancer para eliminar células FL1* de la muestra de células madre cancerosas es inversamente proporcional
al nivel de recidiva medido.
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REIVINDICACIONES
Método para la preparacién de composiciones celulares, que comprende las etapas de:
(a) proporcionar una muestra de células tumorales, obtenida de un paciente,
(b) cultivar opcionalmente las células proporcionadas en (a) en un medio de cultivo;

(c) aislar en una submuestra las células FL1* que presentan una morfologia de alta FSC y baja/media SSC
en la clasificacion celular activada por fluorescencia y que presentan emisién de autofluorescencia
detectada en el canal FL1 tras excitacion por haz de laser a una longitud de onda de o de aproximadamente
488 nm mediante clasificacion celular activada por fluorescencia, a partir de las células proporcionadas en
la etapa (a) o (b);

(d) aislar en otra submuestra mediante clasificacion celular activada por fluorescencia las células FL° que
presentan una morfologia de baja/media FSC y media/alta SSC en la clasificaciéon celular activada por
fluorescencia, que no fluorescen en la etapa (c) y que presentan un ligero cambio positivo en la
fluorescencia detectada en el canal FL3 y/o FL4;

(e) excluir las células muertas de cada una de las submuestras de células aisladas obtenidas en las etapas
(c)y (d);

(f) reunir la submuestra de células obtenida en la etapa (c) tras el tratamiento en la etapa (e);
(g) reunir la submuestra de células obtenida en la etapa (d) tras el tratamiento en la etapa (e).

Método segun la reivindicaciéon 1, en el que la emision de autofluorescencia detectada en la etapa (c) se
detecta en el canal FL1, a una longitud de onda de o de aproximadamente 520 nm.

Método segun la reivindicaciéon 1, en el que la emisidon de autofluorescencia detectada en la etapa (c) se
detecta en el canal FL1 con un espejo dicroico a 530 nm +/-15 nm.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la emision de autofluorescencia
detectada en la etapa (c) se detecta en el canal FL1 con un espejo dicroico a 515 nm +/-5 nm.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el ligero cambio positivo en la emision
de fluorescencia detectada en la etapa (d) se detecta a una longitud de onda > 630 nm.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se excluyen células muertas en la
etapa (e) mediante adicion de azul de tripano a las submuestras obtenidas en las etapas (c) y (d).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra en la que las células se han cultivado tras la disociacion de
una muestra de tumor.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra recién disociada de una muestra de tumor.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el medio de cultivo en la etapa (b) se
selecciona de un medio de células madre, un medio rico en suero y un medio de cultivo de diferenciacion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) es una muestra en la que las células se han disociado de una muestra de
tumor seleccionada de gliomas, schwanomas, metastasis del pulmén, metastasis del cerebro, meningiomas
y ependimomas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la muestra de células tumorales
proporcionada en la etapa (a) se obtuvo de un paciente que padece un cancer o que se sospechaba que
padece un cancer seleccionado de gliomas, schwanomas, metastasis del cerebro, meningiomas vy
ependimomas humanos o de un paciente que padece un cancer metastasico o que se sospecha que
padece un cancer seleccionado de metastasis del cerebro por melanoma, cancer de mama, cancer de
colon, cancer de pulmon.

Método de seleccién para seleccionar agentes antitumorales que comprende las etapas siguientes:

(i) combinar las células FL1" obtenidas segun el método segun las reivindicaciones 1 a 11 en
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presencia/ausencia de un agente que va a seleccionarse;

(ii) determinar la capacidad del agente para inhibir al menos una funcién de las células FL1" seleccionada
de autorrenovacion, tumorigenicidad, viabilidad, enriquecimiento en propiedades génicas de capacidad de
células madre, ciclo celular y funciones metabdlicas.

Método segun la reivindicacion 12, en el que dicho agente antitumoral comprende moléculas susceptibles

de tener una actividad terapéutica en un cancer seleccionada de disminuir o suprimir el crecimiento tumoral,
prevenir, disminuir o suprimir la recidiva del cancer.
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