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DESCRIPCION
Polipéptidos ligandos de e-selectina/l-selectina de células hematopoyéticas y métodos de uso de los mismos
Declaracion como investigaciéon subvencionada federalmente

La presente invenciéon se realizd con la ayuda del gobierno de Estados Unidos con las becas para sanidad
NHLBIRO1 HL60528 y CA84156. El gobierno tiene ciertos derechos sobre la invencion.

Campo de la invencion

La invencion proporciona composiciones y métodos para identificar células madre y ftratar trastornos
hematopoyéticos (por ejemplo, leucemia), cancer, trastornos inflamatorios y trastornos susceptibles de tratar con
células madre (por ejemplo, infarto de miocardio, enfermedad de Parkinson, diabetes o ictus).

Antecedentes de la invencion

La citoarquitectura especializada del microambiente hematopoyético esta creada por interacciones discretas de
adherencia célula-célula y célula-matriz extracelular, que estan estrechamente reguladas por la expresion de
moléculas de adhesién especifica de linaje. Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) mas tempranas se
caracterizan por la ausencia de marcadores especificos de linaje y la expresion de la molécula de superficie CD34.
Diversas moléculas de adhesiéon se expresan en las CPH, incluyendo CD44 (el "receptor del acido hialurénico",
también conocido como H-CAM), miembros de la superfamilia de las integrinas (por ejemplo, LFA-1, VLA-4) y de las
inmunoglobulinas (por ejemplo, ICAM1), y un miembro de la familia de las selectinas, la selectina-L. La selectina-L
(CD62L) es una proteina de unién a carbohidratos dependiente del calcio, miembro de una familia de moléculas de
adhesion que también incluye la selectina-E (CD62E), expresada en el endotelio vascular activado, y la selectina-P
(CD62P), que se encuentra tanto en las plaquetas activadas como en las células endoteliales. Las interacciones
mediadas por las selectinas son cruciales, no solo para el reclutamiento rapido y eficaz de los leucocitos a los
lugares de lesion, sino para la migraciéon especifica de tejido en equilibrio como se ilustra en: (1) migraciéon de los
linfocitos a los ganglios linfaticos periféricos, (2) tropismo cutaneo de las células T y (3) la entrada de las células
progenitoras hematopoyéticas (CPH) en la médula ésea.

Sumario de la invencion

En el presente documento, los inventores describen un nuevo polipéptido glucosilado expresado en células
progenitoras hematopoyéticas humanas normales y en blastos leucémicos llamado ligando de selectina E/selectina
L de las células hematopoyéticas (HCELL). Los polipéptidos de HCELL también se denominan en el presente
documento "KG1a CD44". HCELL es una nueva forma glucosilada de CD44 que contiene N-glicanos fucosilados y
sialilados que reaccionan con HECA-452. EI polipéptido HCELL es un ligando tanto de la selectina-L como de la
selectina-E.

La invencion se refiere a una proteina de fusion de inmunoglobulina que comprende un polipéptido glicosilado,
comprendiendo dicho polipéptido glicosilado una cadena principal del polipéptido CD44 que muestra glicanos
sialilados, fucosilados y se une a la E-selectina y a la L-selectina.

La invencién también se refiere a una poblacién de células, en la que dichas células son células madre, células
progenitoras hematopoyéticas o células de leucocitos para su uso en el tratamiento de trastornos hematopoyéticos,
trastornos inflamatorios, trastornos genéticos, cancer o trastornos susceptibles de tratamiento con una célula madre,
teniendo dichas células un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho polipéptido glicosilado comprende una
cadena principal del polipéptido CD44 que muestra glicanos sialilados, fucosilados que se unen E-selectina y a L-
selectina, teniendo la poblacién un mayor nivel de expresion del polipéptido glicosilado en relacién con poblaciones
nativas de células de ese tipo, con la condicion de que la poblacidén no es una poblacién de células madre
embrionarias.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
inmunoglobulina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
inmunoglobulina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de un trastorno
inflamatorio, cancer o un trastorno hematopoyético en un sujeto.

En el presente documento también se describe un método para identificar células madre poniendo en contacto una
poblacién celular a estudio con uno o mas agentes que se unen especificamente a HCELL en condiciones
suficientes para formar un complejo entre el agente y la célula madre. El complejo se detecta y si esta presente
indica que la célula es una célula madre. Los agentes apropiados incluyen un anticuerpo anti-CD44 o un anticuerpo
con la especificidad de unién del anticuerpo monoclonal HECA-452.
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Una célula madre también se identifica proporcionando un polipéptido de selectina, por ejemplo, E-selectina o L-
selectina, inmovilizado en una fase soélida y poniendo en contacto la fase sélida con una muestra de fluido que
contiene una suspension de células de ensayo. La fase solida se pone en contacto con la muestra de fluido y la
tension de corte se alcanza en la superficie de la fase sélida. La célula madre se identifica mediante la observacion
de las células que se adhieren a la fase sélida. La célula de ensayo puede ser, por ejemplo, de sangre o de médula
osea.

Asimismo, los inventores describen diversos métodos para aislar una célula madre (por ejemplo, una célula madre
pluripotencial) de una poblacién de células. Una célula madre se aisla poniendo en contacto una poblacién de
células con uno o mas agentes que se unen especificamente al polipéptido HCELL en condiciones suficientes para
formar un complejo entre los agentes y la célula madre. La formacion del complejo se detecta y se retira de la
poblacién de células, aislando de esta forma la célula madre de la poblacién celular. Adicionalmente, el complejo de
célula madre/agente se rompe.

Como alternativa, una célula madre se aisla proporcionando un polipéptido de selectina, por ejemplo, E-selectina o
L-selectina, inmovilizado en una fase solida y poniendo en contacto la fase so6lida con una muestra de fluido que
contiene una suspension de células. La fase solida se pone en contacto con la muestra de fluido de modo que la
tension de corte se alcanza en la superficie de la fase solida. Las células madre se aislan recuperando las que estan
adheridas a la fase sélida.

Asimismo, los inventores describen métodos para tratar trastornos hematopoyéticos, cancer y trastornos
susceptibles de tratamiento con células madre (es decir, terapia con células madre) en mamiferos, lo que incluye
administrar al mamifero un compuesto que comprende las células aisladas de acuerdo con los métodos descritos
anteriormente.

Asimismo, los inventores describen un método para aumentar la afinidad de una célula por la E-selectina y/o L-
selectina, proporcionando una célula y poniendo en contacto la célula con uno o mas agentes que aumenten la
expresion o actividad del polipéptido HCELL en la superficie celular, aumentando de este modo la afinidad de la
célula por la E-selectina y/o L-selectina. Los agentes adecuados incluyen por ejemplo, un acido nucleico que codifica
CD44, una glucosiltransferasa o un polipéptido glucosidasa.

Asimismo, los inventores describen métodos para aumentar el potencial de injerto de una célula madre,
proporcionando una célula madre y poniendo en contacto la célula madre con uno o mas agentes que aumentan la
expresion en la superficie celular o la actividad de un polipéptido HCELL, aumentando de este modo el potencial de
injerto de la célula madre.

Como alternativa, el potencial de injerto de una poblacion celular se incrementa proporcionando un polipéptido de
selectina, por ejemplo, E-selectina o L-selectina, inmovilizado en una fase sélida y poniendo en contacto la fase
sélida con una muestra de fluido que contiene una poblacién celular. La fase soélida se pone en contacto con la
muestra de fluido y la tension de corte se alcanza en la superficie de la fase sélida. Las células que se adhieren a la
fase sélida se recuperan.

Los niveles de células madre injertadas en un sujeto, por ejemplo ser humano, se aumentan administrando a un
sujeto un agente que incremente la expresion en la superficie celular de un polipéptido HCELL en el sujeto. Los
agentes adecuados incluyen por ejemplo, un acido nucleico que codifica CD44, una glucosiltransferasa o un
polipéptido glucosidasa. Como alternativa, los niveles de células madre injertadas en un sujeto se incrementan
administrando al sujeto un compuesto que contiene las células aisladas de acuerdo a los métodos descritos
anteriormente.

Los inventores también describen métodos para tratar trastornos hematopoyéticos, por ejemplo leucemia, en un
sujeto. El trastorno hematopoyético se trata administrando al sujeto un agente que disminuye la expresién en la
superficie celular de un polipéptido HCELL en el sujeto. Como alternativa, el trastorno hematopoyético se trata
tomando sangre del sujeto y poniendo la sangre en contacto con uno o mas agentes que se unen especificamente al
polipéptido HCELL en las condiciones necesarias para formar un complejo entre los agentes y una célula sanguinea.
El complejo se detecta, si esta presente, y se retira de la sangre. La sangre se reintroduce en el sujeto.

Adicionalmente, un trastorno hematopoyético se trata colocando la sangre del sujeto y un polipéptido selectina, por
ejemplo E-selectina o L-selectina inmovilizados en una fase solida y poniendo en contacto la fase soélida con la
sangre. La fase solida se pone en contacto con la muestra de sangre de modo que la tension de corte se alcanza en
la superficie de la fase soélida. Después, la sangre se reintroduce en el sujeto.

Ademas, el trastorno hematopoyético se trata administrando al sujeto un agente que se une especificamente a la
glucoproteina HCELL.

Los inventores también describen un método de tratamiento de un trastorno inflamatorio en un sujeto, mediante la
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administracion a un sujeto de una glicoproteina de HCELL o fragmento de la misma.

Los inventores también describen un método para diagnosticar o determinar la susceptibilidad de un sujeto a
padecer un trastorno hematolégico, poniendo en contacto una poblacién de células derivada del sujeto con uno o
mas agentes que se unen especificamente a una glucoproteina HCELL en las condiciones necesarias para formar
un complejo entre el agente y la célula, y detectar el complejo. La presencia del complejo indica la presencia de o la
susceptibilidad del sujeto a sufrir un trastorno hematolégico.

Adicionalmente, los inventores describen un método para determinar el pronéstico o la eficacia del tratamiento de un
trastorno hematologico en un sujeto, poniendo en contacto una poblacion de células derivada del sujeto con uno o
mas agentes que se unen especificamente a una glucoproteina HCELL en las condiciones necesarias para formar
un complejo entre el agente y la célula, y detectar el complejo.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que un experto en la técnica a la que esta invencion pertenece entiende habitualmente. Aunque
en la practica o analisis de la presente invencion se pueden usar procedimientos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en la presente memoria descriptiva, a continuacion se describen procedimientos y
materiales adecuados. Ademas, los materiales, procedimientos y ejemplos son Unicamente ilustrativos y no estan
destinados a ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A es una fotografia de una transferencia Western que muestra la expresiéon de epitopos reactivos a
HECA-452 en varias lineas celulares hematopoyéticas humanas.

La figura 1B es un grafico de barras que muestra la adherencia y rodamiento de las lineas celulares
hematopoyéticas (tension de cizalladura de 2, 8 dinas/m?) sobre monocapas fijadas con glutaraldehido. Los
datos se representan como la media + SD. El rodamiento de las células CHO-E por campo X 5 campos, minimo
de tres experimentos.

La figura 2 es un grafico de barras que muestra el rodamiento de las células hematopoyéticas humanas sobre
células endoteliales de la médula 6sea humana aisladas recientemente.

La figura 3A es un diagrama de barras que muestra los resultados de un ensayo de rodamiento de transferencia
de la actividad del ligando de la E-selectina.

La figura 3B es una fotografia de una transferencia Western que muestra el efecto del tratamiento con N-
glucosidasa-F sobre la tincién con HECA-452.

La figura 3C es una fotografia de transferencia Western que muestra la expresion de PSGL-1 en células KG1a.
La figura 3D es una fotografia de una membrana de un ensayo de rodamiento de transferencia que muestra el
efecto del tratamiento con N-glucosidasa-F sobre la actividad de ligando para E-selectina.

La figura 4A es una fotografia de una membrana de un ensayo de rodamiento de transferencia que muestra la
actividad de unién a E-selectina de HCELL inmunoprecipitado exhaustivamente con el anticuerpo anti-CD44
(Hermes-1). (Pre—Ippt): lisado total de KG1a 10 ug; (calle 1): primera ronda de inmunoprecipitacion con Hermes-
1; (calle 2) Segunda ronda de inmunoprecipitacién con Hermes-1; (calle 3): tercera ronda de inmunoprecipitacion
con Hermes-1; (calle 4): lisado residual después de las 3 rondas de inmunoprecipitacién con Hermes-1.

La figura 4B es una fotografia de una membrana de un ensayo de rodamiento de transferencia que muestra la
actividad de unién a E-selectina del HCELL inmunoprecipitado exhaustivamente con el anticuerpo Hermes-1y la
transferencia tefiida con el anticuerpo HECA—452. (Pre—Ippt): lisado total de KG1a 10 pg; (calle 1): primera ronda
de inmunoprecipitacion con Hermes-1; (calle 2) Segunda ronda de inmunoprecipitacion con Hermes-1; (calle 3):
tercera ronda de inmunoprecipitacién con Hermes-1; (calle 4): lisado residual después de las 3 rondas de
inmunoprecipitacion con Hermes-1.

La figura 5A es un grafico de barras del rodamiento de células CHO-E mediado por E-selectina. El rodamiento se
observo a 2, 8 dinas/cm? sobre CD44 KG1a, pero fue significativamente mas bajo sobre KG1a PSGL-1 a 2, 8
dinas/cm? (p<0, 001). KG1a CD44 tratada con N-glucosidasa-F y L-fucosidasa y el tratamiento de la proteina de
membrana de KG1a con neuraminidasa de Vibrio cholerae eliminaron el rodamiento de las células CHO-E (p<O0,
001).

La figura 5B es un grafico de barras que muestra rodamiento de células CHO-P. El rodamiento se observo sobre
KG1a PSGL-1 pero no sobre KG1a CD44 (2, 8 dinas/cm?). No se observé rodamiento sobre los controles
negativos (células CHO-Simuladas y células CHO-P pretratadas con funcién de bloqueo del anticuerpo
monoclonal anti-P—selectina AK-4 (10 pg/ml)).

La figura 6A es una fotografia de una membrana de un ensayo de rodamiento de transferencia que muestra
actividad HCELL de varias células hematopoyéticas. (1) Células mononucleares de médula 6sea humana (108
células), (2) células CD34-/linaje+ (107 células), (3) células CD34+/linaje- (107 células), (4) células CD34-/linaje+
(108 células).

La figura 6B es una fotografia de una transferencia Western que ilustra el efecto del tratamiento con N-
glucosidasa-F sobre la actividad de HECA-452 en blastos circulantes de leucemia mieloide del adulto (LMA)
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La figura 6C es una fotografia de una membrana que muestra los resultados del ensayo de rodamiento de
transferencia de la proteina de membrana (M5) (50 ug) de LMA inmunoprecipitada con control de isotipo o con
EL anticuerpo monoclonal Hermes-1 y de inmunoprecipitados de Hermes-1 tratados con N-glucosidasa-F.

Fig. 6D es una fotografia que muestra tincion con HECA-452 de CD44 inmunoprecipitado de preparaciones de
membrana (50 ug) de una linea celular de LMA (M0O), LMA (M1) y LMC atipica (bcr/abl) y endotelial de médula
6sea humana (BMEC-1 100 ug de proteina total) que se evaluaron para determinar la actividad del ligando de la
E-selectina. La actividad del ligando de la E-selectina se correlaciona con la intensidad de la tincion con HECA-
452 de la banda de 100 kDa.

La figura 6E es una fotografia de una transferencia Western que muestra la expresion de CD44 de BMEC-1.

La figura 7A es un fotografia de un transferencia Western de proteinas de membrana reactivas a HECA-452 (30
ug/calle) de lineas celulares de leucemia humana K562 (calle 1), RPMI-8402 (calle 2), HL-60 (calle 3), KG1a
(calle 4), KG1a tratada con neuraminidasa (calle 5) y KG1a tratada con OSGE (calle 6).

La figura 7B es una fotografia de transferencia Western que muestra la reexpresion de proteinas reactivas a
HECA-452 sobre células enteras KG1a después del tratamiento con neuraminidasa y seguidamente con
tunicamicina. Calles: 1, sin tratar; 2, neuraminidasa; 3, neuraminidasa y posteriormente recuperacion durante 24
horas con DMSO; y 4, neuraminidasa, después recuperacion durante 24 horas con tunicamicina.

La figura 7C es una fotografia de una autorradiografia de proteinas de membrana KG1a radiomarcadas
metabolicamente con 2-[*H]-manosa resuelta en un SDS-PAGE el 6 % en condiciones reductoras.

La figura 7D es un grafico de barras que muestra la adherencia y rodamiento) de los linfocitos dependiente de L-
selectina sobre una membrana de transferencia en condiciones de flujo hidrodinamico (2, 3 dinas/cm?) sobre las
proteinas KG1a portadoras de HECA—452 de 98, 120 y 130 kDa.

La figura 8 es una fotografia de transferencia Western que muestra la reactividad del fragmento de gel de 98 kDa
proveniente de la tercera etapa del esquema de purificacion de SDS-PAGE de 3 etapas (6 a 9 % de
bis/acrilamida) con HECA-452 (0, 4 ug/ml) o con anticuerpos monoclonales anti-CD44 (A3D8 o Hermes-1 (1
Hg/ml)).

La figura 9 es una fotografia de una membrana que muestra los resultados de un ensayo de rodamiento de
transferencia mediado por L-selectina de KG1a CD44 inmunoprecipitado inmunotefiido con Hermes-1 (izquierda)
o HECA-452 (derecha).

La figura 10A es una fotografia de una membrana que muestra los resultados de un ensayo de rodamiento de
transferencia del tratamiento con N-glucosidasa-F sobre la actividad del ligando de L-selectina del CD44
inmunoprecipitado de células KG1a.

La figura 10B es una fotografia de una membrana que muestra los resultados de un ensayo de rodamiento de
transferencia del tratamiento con N-glucosidasa-F sobre la actividad del ligando de L-selectina del CD44
inmunoprecipitado de blastos de LMA (M5).

La figura 11A es una fotografia de un autorradiograma de CD44 inmunoprecipitado de células KG1a no tratadas
o tratadas con clorato radiomarcadas con [3°S]SOa.

La figura 11B es una fotografia de inmunotransferencias con HECA-452 de KG1a CD44 inmunoprecipitado de
células KG1a tratadas con clorato (+) y no tratadas con clorato (-). La actividad del ligando de L-selectina
(numero medio de linfocitos/campo de aumento 200X/5 campos) fue equivalente en KG1a CD44 sulfatada y no
sulfatada (tratada con clorato).

La figura 12A es un grafico de barras que muestra los resultados del rodamiento de linfocitos sobre lineas
celulares hematopoyéticas fijadas con glutaraldehido KG1a, HL60, K562 y RPMI 8402, en un intervalo de tension
de corte.

La figura 12B es un grafico de barras que muestra los resultados del rodamiento de neutréfilos sobre lineas
celulares hematopoyéticas fijadas con glutaraldehido KG1a, HL60, K562 y RPMI 8402, en un intervalo de tension
de corte.

La figura 12C es un grafico que muestra los resultados del ensayo de Stamper-Woodruff basado en cizalladura,
que evalla la capacidad de las lineas celulares KG1a, HL60, K562 y RPMI 8402 para mantener la unién de los
linfocitos mediada por L-selectina en un intervalo de rpm. La adherencia media de los linfocitos a las células
KG1a fue 10 veces mayor que a las células HL60 (prueba de t-Student pareada; p<0.001). Toda la adherencia
de los linfocitos mediada por L-selectina se eliminé pretratando los linfocitos con anticuerpos monoclonales anti-
L-selectina (10 pg/ml), utilizando linfocitos tratados con PMA, y o utilizando medio de ensayo que contiene EDTA
5 mM.

La figura 13A es un grafico de barras que muestra el rodamiento de CHO-P-selectina o transfectantes falsos,
sobre las monocapas de células hematopoyéticas fijadas con glutaraldehido medido en una camara de flujo de
placas paralelas. Las células KG1a y HL60 soportaron un rodamiento celular similar de CHO-P mediado por
selectina-P a 0.4 dinas/cm?.

La figura 13B es un grafico que muestra interacciones de rodamiento de células CHO-P sobre células KG1a y
HL60 que se midieron en un intervalo similar de tension de corte y se eliminaron en presencia de EDTA y se
evitaron pretratando las células KG1a y HL60 con mocarhagina (10 pug/ml).

La figura 14A es una fotografia de una autorradiografia de inmunoprecipitados Hermes-1 (CD44) y PL-2 (PSGL-
1) y la actividad de ligando para L-selectina de HCELL y PSGL-1.

La figura 14B es un grafico que muestra los resultados de ensayos de Stamper-Woodruff de KG1a CD44
inmunoprecipitado (1, 5 ug) y PSGL-1 (3 pg).

Las figuras 15 A-F son microfotografias de linfocitos unidos a HC CD44 o PSGL—1 humanas en el ensayo de
Stamper-Woodruff. Se prepararon, CD44 de KG1a o de LMA (M1) (1,5 ug) y KG1a PSGL-1 (2 o 6 ug)
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purificados por inmunoafinidad segun esta descrito en los Métodos, y se analizo la adherencia de los linfocitos
mediada por L-selectina mediante la prueba de Stamper-Woodruff. CD44 de KG1a o de LMA (M1) (paneles Ay
D, respectivamente) soportaron un numero significativamente mayor de linfocitos que las respectivas CD44
tratadas con N-glucosidasa-F (paneles B y E) y los inmunoprecipitados con control DE isotipo, anticuerpo
monoclonal (Hermes-1) solo o inmunoprecipitado con L-selectina (todos representados por los paneles C y F
para KG1a y LMA (M1), respectivamente). Los anticuerpos anti-L-selectina (10 pg/ml), el medio de ensayo que
contiene EDTA 5 mM o linfocitos tratados con PMA (50 ng/ml), inhibieron completamente la adherencia de los
linfocitos (también indicado en paneles C y F de las células KG1a y de LMA (M1) respectivamente), lo que
verifica la especificidad de la L-selectina de los linfocitos en este sistema de ensayo.

La figura 16 es una fotografia de una transferencia Western que muestra el o los epitopos de HECA—452 en
KG1a CD44 y PSGL-1.

La figura 17A-B son fotografias que muestran la expresion de glucosiltransferasas (FucTIV, FucTVIl y ST3GallV)
en lineas celulares hematopoyéticas humanas. Panel A) analisis de LA expresion por RT-PCR de FucTIV y
FucTVIl. Calle 1: FucTIV, Calle 2: FucTVII, Calle 3: f3—actina, y Calle 4: ddH20. (Panel B) analisis de expresién
por RT-PCR de ST3Ga1lV. Calle 1: ST3Ga1lV, Calle 2: f3—actina, y Calle 3: ddH20.

Descripcion detallada

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de un nuevo polipéptido glucosilado expresado en
células progenitoras hematopoyéticas humanas normales y en blastos leucémicos llamado ligando de selectina
E/selectina L de las células hematopoyéticas (HCELL). Los polipéptidos de HCELL también se denominan en el
presente documento "KG1a CD44". Usando el ensayo de rodamiento de transferencia se demostré que HCELL es
una nueva forma glucosilada de CD44 que contiene N-glicanos sialilados y fucosilados que reaccionan con HECA-
452. El polipéptido HCELL es un ligando tanto de la selectina-L como de la selectina-E. La actividad del ligando de
L-selectina y E-selectina de HCELL requiere glicanos sialofucosilados unidos a N que son reconocidos por el
anticuerpo monoclonal de rata HECA-452 y esta unién es independiente de sulfatacion.

CD44 es un receptor glucoproteina de la superficie celular del glucosamino glicano hialuronano (HA), que es un
componente muy importante del espacio extracelular. Estd expresado en una variedad muy diversa de tipos
celulares, incluyendo la mayoria de las células hematopoyéticas, queratinocitos, condrocitos, muchos tipos de
células epiteliales, y algunas células endoteliales y neurales. Se sabe que el CD44 participa en una amplia variedad
de funciones celulares, incluyendo la agregacion célula-célula, la retencion de matriz pericelular, la sefializacion
matriz-célula y célula-matriz, la internalizacién/degradacion de hialuronano mediada por receptor, y la migracion
celular. Todas estas funciones dependen de interacciones hialuronano-CD44 y es dependiente de la sulfatacion.

El gen que codifica CD44 esta compuesto de 20 exones (19 exones segun la literatura anterior, los exones 6a y 6b
se han reclasificado a exones 6 y 7, que hacen los 20 exones en total). Aunque un Unico gen localizado en el brazo
corto del cromosoma 11 humano codifica CD44, se han identificado multiples transcritos de ARNm que surgen del
corte y empalme alternativo de 12 de los 20 exones. La forma estandar y mas prevalente de CD44 (denominado
CD44) consiste en una proteina codificada por los exones 1-5, 16-18, y 20. Esta forma es la forma mas
predominante en las células hematopoyéticas, y es conocida también como CD44H. CD44 presenta los dominios
extracelulares (exones 1-5 y 16). El dominio transmembrana altamente conservado (ex6n 18) y el dominio
citoplasmico (exdn 20). Los 1482 pb del marco de lectura abierto del ARNm del CD44 humano da como resultado la
traduccién de una cadena polipeptidica de [ 37 kDa. La adiciéon postraduccién de oligosacaridos unidos a No a O
contribuye a la masa molecular de [ 85 kDa de la proteina CD44 final como se estima por SDS-PAGE.

La isoforma estandar o hematopoyética de CD44 (CD44H) es una molécula transmembrana de tipo 1 compuesta por
[1 270 aminoacidos (aa) de dominio extracelular (incluyendo 20 aa de la secuencia lider, un dominio transmembrana
de 21 aa y un dominio intracitoplasmico de 72 aa). Los ~ 180 aa en el extremo amino estan conservados entre las
especies de mamiferos (homologia ~ 85 %). Esta region contiene 6 cisteinas conservadas y 6 regiones consenso
conservadas para N glucosilaciéon. Cinco regiones consenso conservadas para N-glucosilaciéon se localizan en los
120 aa aminoterminales de CD44. Los 5 sitios parecen utilizarse en las lineas celulares humanas y murinas. En
varios estudios se ha mostrado que la N-glucosilacion especifica de la célula puede modular la funcién de unién al
HA de CD44. Las lineas celulares y las células-B normales mostraron diferencias en la N-glucosilacion asociada a
diferentes estados de unién a HA. En particular, el CD44 de las células que se unen a HA tenia menos glucosilacién
que el de las células que no se unen a HA. Adicionalmente, la retirada de acidos sialicos (tanto de la superficie
celular como de las proteinas de fusion CD44-Ig) aumenta la unién a HA. Asi la glucoforma de CD44 HCELL de la
invencion es diferente a cualquier CD44 descrito previamente.

En contraste, la region no conservada (aa ~ 183 a 256) muestra solo ~ 35 % de similitud entre las especies de
mamiferos. Esta region contiene posiciones potenciales para numerosas modificaciones de CD44 con carbohidratos
y el sitio de corte y empalme alternativo que permite la insercién de la secuencia de aminoacidos extra de los exones
variables del gen de CD44.

Un polipéptido HCELL comprende una secuencia de aminoacidos de CD44 y se une a un anticuerpo que tiene la
especificidad de unién del anticuerpo monoclonal HECA-452 (Numero ATCC: HB-11485) HECA—452 reconoce el
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antigeno asociado al linfocito cutaneo. La unién de HCELL a HECA-452 disminuye después del tratamiento con N-
glucosidasa-F, sialidasa o fucosidasa. Ademas, la actividad de HCELL, por ejemplo, uniéon a E-selectina y a L-
selectina, también disminuye con el tratamiento con N-glucosidasa-F, sialidasa o fucosidasa, lo que demuestra la
importancia de los glicanos unidos a N sialofucosilados en la funcion de HCEL. En contraste, la sialilacion de CD44
inhibe la union de CD44 al acido hialurénico. Ademas la uniéon de CD44 al hialuronato aumenta mediante la
sulfatacion, pero la sulfatacién no es necesaria para la actividad E-selectina y L-selectina de HCELL.

Preferentemente, el polipéptido CD44 es la isoforma estandar o hematopoyética de CD44 (CD44H). Como
alternativa, el polipéptido CD44 es la isoforma R1 (CD44R1) o R2 (CD44R2). Por ejemplo, un polipéptido HCELL
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

(Gen Bank, con nimero de registro CAA40133; Tabla 1) Un polipéptido HCELL es al menos aproximadamente 30 %,
50 %, 70 %, 80 %, 0 95 % idéntico a la secuencia de polipéptidos de la SEQ ID NO: 1.

Tabla1

1 mdkfwwhaaw glclvplsla gidinitcrf agvfhvekng rysisrteaa dickafnstl

61 ptmagmekal sigfetcryg fieghvvipr ihpnsicaan ntgvyiltsn tsqydtycfn
121 asappeedct svtdlpnafd gpititivnr dgtryvgkge yrtnpediyp snptdddvss
181 gssserssts ggyifytfst vhpipdedsp witdstdrip atnmdsshst tigptanpnt
241  glvedldrtg plsmttggsn sqsfstsheg leedkdhptt stitssnrnd vtggrrdpnh
301 segsttlleg ytshyphtke srtfipvtsa ktgsfgvtav tvgdsnsnvn rsisgdqdtf
361 hpsggshtth gsesdghshg sqeggantts gpirtpgipe wiliilaslla lalilavcia
421 vnsrrrcggk kklvinsgng avedrkpsgl ngeasksgem vhivnkesse tpdgfmtade
481 trnlgnvdmk igv (SEQ ID NO:1)

Polipéptidos de HCELL

Los inventores describen glucoproteinas de HCELL aisladas y porciones biolégicamente activas de las mismas, o
derivados, fragmentos, analogos u homélogos de las mismas. También se describen fragmentos de polipéptidos
apropiados para su uso como inmunégenos para generar anticuerpos anti-HCELL. En una realizacion, las
glucoproteinas de HCELL nativas se pueden aislar de células o tejidos mediante un esquema de purificacién
adecuado usando técnicas estandar de purificacion de proteinas.

En ofra realizacién, las glucoproteinas de HCELL se producen por técnicas de ADN recombinante. De forma
alternativa a la expresion recombinante, una glucoproteina o polipéptido de HCELL se pueden sintetizar
quimicamente usando técnicas de sintesis peptidica estandar.

Una proteina “aislada” o “purificada” o una porcion biolégicamente activa de la misma esta sustancialmente libre de
material celular o de otras proteinas contaminantes de la fuente celular o tisular de la que la glucoproteina HCELL
deriva o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza
quimicamente. La expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de glucoproteina
HCELL en las que la proteina estad separada de los componentes celulares de las células de las que se aisla o
produce de forma recombinante. En una realizacion, la expresion "sustancialmente libre de material celular" incluye
preparaciones de glucoproteina HCELL que tienen menos de aproximadamente 30 % (en peso seco) de
glucoproteina no HCELL (también denominada en el presente documento como una "proteina contaminante"), mas
preferiblemente menos de aproximadamente 20 % de glucoproteina no HCELL, ain mas preferiblemente menos de
aproximadamente 10 % de glucoproteina no HCELL, y lo mas preferiblemente menos de aproximadamente 5 % de
glucoproteina no HCELL. Cuando la glucoproteina HCELL o la o una porcién biolégicamente activa de la misma se
producen de forma recombinante, estan, preferentemente, sustancialmente libres de medio de cultivo, es decir el
medio de cultivo representa menos de aproximadamente 20 %, mas preferiblemente menos de aproximadamente 10
%, y lo mas preferiblemente menos de aproximadamente 5 % del volumen de la preparacion de proteina.

La expresion "sustancialmente libre de precursores quimicos u otras sustancias quimicas" incluye preparaciones de
glucoproteina HCELL en las que la proteina es separada de precursores quimicos u otras sustancias quimicas que
estan implicados en la sintesis de la proteina. En una realizacion, la expresion "sustancialmente libre de precursores
quimicos u otras sustancias quimicas" incluye preparaciones de glucoproteina HCELL que tienen menos de
aproximadamente 30 % (en peso seco) de precursores quimicos o sustancias quimicas no HCELL, mas
preferiblemente menos de aproximadamente 20 % de precursores quimicos o sustancias quimicas no HCELL, aun
mas preferiblemente menos de aproximadamente 10 % de precursores quimicos o sustancias quimicas no HCELL, y
lo mas preferiblemente menos de aproximadamente 5 % de precursores quimicos o sustancias quimicas no HCELL.

Las porciones biolégicamente activas de una glucoproteina HCELL incluyen péptidos que comprenden secuencias
de aminoacidos suficientemente homélogas a, o derivadas de, la secuencia de aminoacidos de la glucoproteina
HCELL, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, que incluye menos aminoacidos
de las glucoproteinas HCELL de longitud completa, y exhiben al menos una actividad de una glucoproteina HCELL,
por ejemplo reactividad frente al anticuerpo HECA-452, reactividad frente al anticuerpo anti-CD44, union a E-
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selectina o union a L-selectina. Normalmente, las porciones biologicamente activas comprenden un dominio o motivo
con al menos una actividad de glucoproteina HCELL, por ejemplo sitios para la glucosilacion unidos a N. Una
porcion biolégicamente activa de una glucoproteina HCELL puede ser un polipéptido que tiene, por ejemplo, una
longitud de 10, 25, 50, 100 o mas aminoacidos. Preferiblemente, la porcion biolégicamente activa de una
glucoproteina HCELL incluye la secuencia de aminoacidos del domino N-terminal de un polipéptido CD44.

Estas realizaciones pueden contener al menos uno de los dominios estructurales identificados anteriormente.
Ademas, otras porciones biolégicamente activas en las que oftras regiones de la proteina marcadora estan
delecionadas se pueden preparar mediante técnicas recombinantes y evaluar para determinar una o mas de las
actividades funcionales de una glucoproteina HCELL nativa, por ejemplo, actividad de union a E-selectina, L-
selectina. En una realizacion, la glucoproteina HCELL tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1. En otras realizaciones, la glicoproteina HCELL es sustancialmente homoéloga a la SEQ ID NO: 1 y retiene la
actividad funcional de la proteina de SEQ ID NO: 1 y aun difiere en la secuencia de aminoacidos debido a la
variacion alélica natural o mutagénesis, como se describe con detalle a continuacién. Por consiguiente, en otra
realizacion, la glicoproteina HCELL es una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos al menos
aproximadamente un 45 % homoéloga a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 y retiene la actividad
funcional de las glicoproteinas HCELL SEQ ID NO: 1.

Como alternativa, un polipéptido HCELL tiene una secuencia de aminoacidos de CD44 capaz de glicosilacion ligada
aN.

Proteinas quiméricas y de fusién

Los inventores también describen proteinas de fusiéon o quiméricas HCELL. Como se usa en el presente documento,
una "proteina quimérica" o "proteina de fusion" HCELL comprende un polipéptido HCELL unido operativamente a un
polipéptido no HCELL. Un "polipéptido HCELL" se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
que corresponde a HCELL, mientras que un “polipéptido no HCELL" se refiere a un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que corresponde a una proteina que no es sustancialmente homéloga a la glucoproteina
HCELL, por ejemplo, una proteina que es diferente a la glucoproteina HCELL y que deriva del mismo organismo o
de uno diferente. En una proteina de fusion HCELL, el polipéptido HCELL puede corresponder a todo o a una
porcién de una glucoproteina HCELL. En una realizacién, una proteina de fusion HCELL comprende al menos una
porciéon biolégicamente activa de una glucoproteina HCELL. En otra realizacion, una proteina de fusién HCELL
comprende al menos dos porciones biolégicamente activas de una glucoproteina HCELL. En otra realizacion mas,
una proteina de fusion HCELL comprende al menos tres porciones biolégicamente activas de una glucoproteina
HCELL. En la proteina de fusion, el término "unido operativamente" pretende indicar que el polipéptido HCELL y el
polipéptido no HCELL estan fusionados el uno al otro dentro del marco. El polipéptido no HCELL puede fusionarse al
extremo N-terminal o C-terminal del polipéptido HCELL. Por ejemplo, en una realizacién, una proteina de fusion
HCELL comprende un dominio de union a anti-CD44 de HCELL unido operativamente al domino extracelular de una
segunda proteina. Tales proteinas de fusion se pueden utilizar posteriormente en ensayos de deteccién selectiva
para compuestos que modulan la actividad de HCELL.

En una realizacion, la proteina de fusion es una proteina de fusién GST-HCELL en la que las secuencias de HCELL
estan fusionadas al extremo C-terminal de las secuencias de GST (por ejemplo, glutation S-transferasa). Tales
proteinas de fusion pueden facilitar la purificacion de HCELL recombinante. En otro ejemplo, la proteina de fusién es
una glucoproteina de HCELL que contiene una secuencia sefial heteréloga en su extremo N-terminal. Por ejemplo,
la secuencia sefial de HCELL nativa puede retirarse y sustituirse por una secuencia sefial de otra proteina. En
ciertas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamifero), la expresién y/o la secrecién de HCELL puede
aumentarse a través del uso de una secuencia sefial heteréloga.

La presente invencion se refiere a una proteina de fusion de inmunoglobulina que comprende un polipéptido
glicosilado, comprendiendo dicho polipéptido glicosilado una cadena principal del polipéptido CD44 que muestra
glicanos sialilados, fucosilados y se une a la E-selectina y a la L-selectina.

En una realizacion, el polipéptido glicosilado o la estructura principal del polipéptido CD44 glicosilado de una
proteina de fusion de inmunoglobulina de la invencién comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o
comprende la secuencia de aminoacidos al menos un 95 % similar a la SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion, el polipéptido glicosilado o polipéptido CD44 glicosilado de una proteina de fusion de
inmunoglobulina de la invencion muestra glicanos fucosilados sialilados reactivos a HECA—452.

Como se ha divulgado anteriormente, en una realizacién, la proteina de fusion es una proteina de fusion HCELL-
inmunoglobulina en la que la secuencia de HCELL o fragmentos de la misma se fusionan a secuencias derivadas de
un miembro de la familia de proteinas de las inmunoglobulinas. Las proteinas de fusién de HCELL-inmunoglobulina
del invento pueden ser incorporarse en composiciones farmacéuticas y administrarse a un sujeto para inhibir la
interaccion en la superficie de la célula entre un ligando para HCELL y una glucoproteina HCELL, y asi suprimir in
vivo la transduccion de la sefial mediada por HCELL. Las proteinas de fusién HCELL-inmunoglobulina pueden
usarse para afectar a la biodisponibilidad de un ligando afin para HCELL. La inhibicion de la interaccion
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HCELL/ligando para HCELL puede ser util en el tratamiento de trastornos proliferativos y diferenciativos, asi como
modular (por ejemplo, estimular o inhibir) la supervivencia celular.

Ademas, las proteinas de fusion HCELL-inmunoglobulina de la invenciéon se pueden usar como inmundgenos para
producir anticuerpos anti-HCELL en un sujeto, para purificar ligandos de HCELL, y en ensayos de deteccion
selectiva para identificar moléculas que inhiban la interaccion de HCELL con un ligando de HCELL.

Una proteina de fusién o quimérica de HCELL puede producirse mediante técnicas de ADN recombinante estandar.
Por ejemplo, los fragmentos de ADN que codifican diferentes secuencias polipeptidicas se unen dentro del marco de
acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo usando extremos romos o escalonados para la ligadura, digestion
con enzimas de restriccion para proporcionar extremos adecuados, llenado con extremos cohesivos segun sea
adecuado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar uniones no deseadas y ligadura enzimatica. En otra
realizacién, el gen de fusién se puede sintetizar mediante técnicas convencionales, incluidos sintetizadores de ADN
automaticos. Como alternativa, se puede llevar a cabo la amplificaciéon de fragmentos génicos usando cebadores de
ancla que dan lugar a salientes complementarios entre dos fragmentos génicos consecutivos que después se
pueden hibridar y reamplificar para generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Ausubel et al.
(eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992). Ademas, muchos vectores
de expresion que ya codifican un resto de fusion (por ejemplo, un polipéptido GST) estan disponibles
comercialmente. Un acido nucleico que codifica HCELL puede clonarse en dicho vector de expresion de forma que
el resto de fusién se una dentro del marco a la glucoproteina HCELL.

Agonistas y antagonistas de HCELL

Los inventores describen variantes de las glucoproteinas HCELL que funcionan como agonistas (miméticos) de
HCELL o como antagonistas de HCELL. Se pueden generar variantes de la glucoproteina HCELL mediante
mutagénesis, por ejemplo mutacion puntual pequefia o truncamiento de la glucoproteina HCELL. Un agonista de la
glucoproteina HCELL puede mantener sustancialmente las mismas, o una parte de, las actividades biologicas de la
forma natural de la glucoproteina HCELL. Un antagonista de la glucoproteina HCELL puede inhibir una o mas de las
actividades de la forma natural de la glucoproteina HCELL mediante, por ejemplo, la uniéon competitiva un miembro
corriente abajo o corriente arriba de una cascada de sefializaciéon celular que incluye la glucoproteina HCELL. Por
tanto, se pueden provocar efectos bioldgicos especificos mediante tratamiento con una variante de funcién limitada.
En una realizacion, el tratamiento de un sujeto con una variante que posee un subconjunto de las actividades
biologicas de la forma natural de la proteina tiene menos efectos secundarios en un sujeto con respecto al
tratamiento con la forma natural de la glucoproteina HCELL.

Las variantes de la glucoproteina HCELL que funcionan bien como agonistas (miméticos) de HCELL o como
antagonistas de HCELL se pueden identificar mediante deteccién selectiva de bibliotecas combinatorias de
mutantes, por ejemplo, mutantes por truncamiento, la glucoproteina HCELL para la actividad agonista o antagonista
de la glucoproteina HCELL. En una realizacién, una biblioteca abundante de variantes de HCELL se genera
mediante mutagénesis combinatoria a nivel del acido nucleico y se codifica mediante una biblioteca génica
abundante. Una biblioteca abundante de variantes de HCELL se puede producir mediante, por ejemplo, unién
enzimatica de una mezcla de oligonuclettidos sintéticos en secuencias génicas de modo que el conjunto
degenerado de posibles secuencias de HCELL se pueda expresar como polipéptidos individuales o, como
alternativa, como un conjunto de proteinas de fusién mas grandes (por ejemplo, para expresion en fagos) que
contienen el conjunto de secuencias de HCELL en las mismas. Hay diversos métodos que se pueden usar para
producir bibliotecas de variantes potenciales de HCELL a partir de una secuencia de oligonucleétidos degenerados.
La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada se puede llevar a cabo en un sintetizador de ADN
automatico y los genes sintéticos se ligan después en un vector de expresiéon adecuado. El uso de un conjunto
degenerado de genes permite proporcionar, en una mezcla, todas las secuencias que codifican el conjunto deseado
de potenciales secuencias de HCELL. Los métodos para sintetizar oligonucleotidos degenerados se conocen en la
técnica (véase, por ejemplo, Narang (1983) Tetrahedron 39:3; ltakura et al. (1984) Annu Rev Biochem 53:323;
Itakura et al. (1984) Science 198:1056; lke et al. (1983) Nucl Acid Res 11:477.

Anticuerpos anti-HCELL

Los inventores también describen anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, tales como Fab o (Fab)2, que se unen de
forma inmunoespecifica a cualquiera de los polipéptidos de la invencion. Una glucoproteina HCELL aislada, o una
porcion o fragmento de la misma, puede usarse como inmun6geno para generar anticuerpos que se unan a HCELL
utilizando técnicas estandar para la preparacién de anticuerpos monoclonales o policlonales. Se puede utilizar la
glucoproteina HCELL de longitud completa o, como alternativa, la invenciéon proporciona fragmentos peptidicos
antigénicos de HCELL para su uso como inmunégenos. El péptido antigénico de HCELL comprende al menos 4
restos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 y engloba un epitopo de
HCELL tal que un anticuerpo generado contra el péptido forma un inmunocomplejo especifico con HCELL.
Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al menos 6, 8, 10, 15, 20 o 30 restos de aminoacido. En ocasiones
son preferibles los péptidos antigénicos mas largos a los péptidos antigénicos mas cortos, dependiendo del uso y de
acuerdo con métodos bien conocidos para un experto en la técnica. Mas preferentemente, el péptido antigénico
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debe comprender al menos un sitio de glucosilacion unido a N.

En ciertas realizaciones, al menos un epitopo englobado por el péptido antigénico esté en una region de HCELL que
se localiza en la superficie de la proteina, por ejemplo, como una region hidrofilica. Como medios para dirigir la
produccion de anticuerpo, se pueden generar graficos de hidropatia que muestran regiones de hidrofilia e hidrofobia,
mediante cualquier método bien conocido en la técnica, por ejemplo, los métodos Kyte Doolittle o Hopp Woods, con
o sin transformacién de Fourier. Véase, por ejemplo, Hopp y Woods, 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 3824—
3828; Kyte y Doolittle 1982, 157: 105-142.

Como se describe en el presente documento, la secuencia de la glucoproteina HCELL, o derivados, fragmentos,
analogos u homologos de la misma pueden usarse como inmunégenos en la generacién de anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a estos componentes proteicos. El término "anticuerpo” como se usa en el presente
documento hace referencia a moléculas de inmunoglobulina y a porciones inmunolégicamente activas de moléculas
de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a
(inmunorreacciona con) un antigeno, tal como HCELL. Dichos anticuerpos incluyen, entre otros, anticuerpos
policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, fragmentos Fab y F(ab')2 una biblioteca de expresion de
Fab. En una realizacion especifica, se desvelan anticuerpos frente a la glucoproteina HCELL humana. Se pueden
usar varios procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de anticuerpos policlonales o monoclonales
frente a una secuencia de la glucoproteina HCELL de SEQ ID NO: 1, o derivados, fragmentos, analogos u
homélogos de la misma. Algunas de estas proteinas se tratan a continuacion.

Para la produccién de anticuerpos policlonales, varios animales huésped adecuados (por ejemplo, conejo, cabra,
ratén u otro mamifero) se pueden inmunizar con una inyeccién de la proteina nativa, o una variante sintética de la
misma, o un derivad de la anterior. Una preparacion inmunogénica apropiada puede contener, por ejemplo,
glucoproteina HCELL expresada recombinantemente o un polipéptido de HCELL sintetizado quimicamente. La
preparacién puede incluir ademas un adyuvante. Varios adyuvantes usados para aumentar la respuesta
inmunologica incluyen, pero sin limitaciones, adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales (por
ejemplo, hidroxido de aluminio), sustancias de superficie activa (por ejemplo, lisolecitina, polioles plurénicos,
polianiones, péptidos, emulsiones en aceite, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol, etc.), adyuvantes
humanos, tales como el bacilo de Calmette-Guerin y Corynebacterium parvum, o agentes inmunoestimulantes
similares. Si se desea, las moléculas de anticuerpo dirigidas contra HCELL se pueden aislar del mamifero (por
ejemplo, de la sangre) y purificar adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografia en
proteina A para obtener el anticuerpo, por ejemplo la fraccion de 1gG.

La expresion “anticuerpo monoclonal” o “composicion de anticuerpo monoclonal’, como se usa en el presente
documento, se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen solo una especie de un sitio de
unién a antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo concreto de HCELL. Por tanto, una composicion de
anticuerpo monoclonal normalmente muestra una especificidad y afinidad de unién sencilla por una glucoproteina
HCELL concreta con la que inmunorreacciona. Para la preparacién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
una glucoproteina HCELL particular, o derivados, fragmentos, analogos, u homdlogos de la mismo, se puede usar
cualquier técnica que proporcione la produccion de moléculas de anticuerpos mediante cultivo continuo de lineas
celulares. Tales técnicas incluyen, pero no se restringen a, la técnica del hibridoma (véase Kohler & Milstein, 1975
Nature 256: 495-497); la técnica del trioma; la técnica del hibridoma de células B humanas (véase Kozbor, et al.,
1983 Immunol Today 4: 72) y la técnica del hibridoma de VEB para producir anticuerpos monoclonales humanos
(véase Cole, et al., 1985 In: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96).
Se pueden utilizar anticuerpos monoclonales humanos y se pueden producir usando hibridomas humanos (véase
Cote, et al., 1983. Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026—2030) transformando in vitro células B humanas con el virus de
Epstein Barr (véase Cole, et al., 1985 En: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss,
Inc., pp. 77-96).

Las técnicas descritas anteriormente se pueden adaptar para la produccién de anticuerpos de cadena simple
especificos frente a una glucoproteina HCELL (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.946.778).
Ademas, se pueden adaptar metodologias para la construcciéon de bibliotecas de expresion de Fan (véase, por
ejemplo, Huse, et al., 1989 Science 246: 1275—-1281) para permitir la identificacion rapida y efectiva de fragmentos
Fan monoclonales con la especificidad deseada frente a una glucoproteina HCELL o derivados, fragmentos,
analogos u homoélogos de la misma. Los anticuerpos no humanos pueden “humanizarse” mediante técnicas bien
conocidas en la materia. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.225.539. Los fragmentos de
anticuerpo que contienen idiotipos frente a una glucoproteina HCELL se pueden producir mediante técnicas bien
conocidas en la materia, incluyendo, pero sin limitaciones: (i) un fragmento F(ab’)2 producido mediante digestion con
pepsina de una molécula de anticuerpo; (ii) un fragmento Fab generado mediante la reduccién de los puentes
disulfuro de los fragmentos F(ab’)z; (iii) un fragmento Fab’ generado tratando la molécula de anticuerpo con papaina
y un agente reductor, y (iv) fragmentos Fy.

Adicionalmente también se pueden usar los anticuerpos anti-HCELL recombinantes, tales como los anticuerpos

monoclonales quiméricos y humanizados, que comprenden porciones humanas y no humanas, que se pueden
preparar usando técnicas de ADN recombinantes estandar. Dichos anticuerpos monoclonales quiméricos y
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humanizados se pueden producir usando técnicas de ADN recombinante conocidas en la materia, por ejemplo
usando métodos descritos en la solicitud internacional n.° PCT/US86/02269; la solicitud de patente europea n.°
184.187; la solicitud de patente europea n.° 171.496; la solicitud de patente europea n.°173.494; la publicacion
internacional de PCT n.° WO 86/01533; la patente de Estados Unidos n.° 4.816,567;; la patente de Estados Unidos
n.° 5.225539; la solicitud de patente europea n.° 125.023; Better et al. (1988) Science 240:1041-1043; Liu y col.
(1987) PNAS 84:3439-3443; Liu et al. (1987) J Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84:214-218;
Nishimura. et al. (1987) Cancer Res 47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446—449; Shaw et al. (1988) J Natl
Cancer Inst 80:1553—1559; Morrison (1985) Science 229:1202—-1207; Qi et al. (1986) BioTechniques 4:214; Jones et
al. (1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan y col. (1988) Science 239:1534; y Beidler y col. (1988) J Immunol
141:4053-4060.

En una realizacion, las metodologias para la deteccién selectiva de anticuerpos que poseen la especificidad
deseada incluyen, pero sin limitaciones, ensayo de inmunosorcion ligado a enzimas (ELISA) y otras técnicas
mediadas inmunolégicamente conocidas en la materia. En una realizacién especifica se facilita la seleccion de
anticuerpos que son especificos de un dominio particular de una glucoproteina HCELL mediante la generacion de
hibridomas que se unen al fragmento de la glucoproteina HCELL que posee tal dominio. En el presente documento
también se proveen anticuerpos que son especificos de un sitio de glucosilacion unido a N, o derivados, fragmentos,
analogos u homologos del mismo.

Se pueden utilizar anticuerpos anti-HCELL en métodos conocidos en la materia relacionados con la localizacién y/o
cuantificacion de una glucoproteina HCELL (por ejemplo, para el uso de cuantificacién de niveles de glucoproteina
HCELL en muestras fisiolégicas apropiadas, para el uso en métodos diagnosticos, para el uso en obtencion de
imagenes de la proteina, y similares). En una realizacion dada, los anticuerpos frente a glucoproteinas HCELL, o
derivados, fragmentos, analogos u homologos de las mismas, que contienen el dominio de unién derivado del
anticuerpo, se usan como compuestos farmacolégicamente activos (véase a continuacion "Therapeutics"].

Un anticuerpo anti-HCELL (por ejemplo, anticuerpo monoclonal) se puede usar para aislar HCELL mediante técnicas
estandar, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion. Un anticuerpo anti-HCELL puede facilitar la
purificaciéon de HCELL natural a partir de células y de HCELL producido de forma recombinante expresado en
células huésped. Ademas, un anticuerpo anti-HCELL puede usarse para detectar glucoproteina HCELL (por
ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante de células) con objeto de evaluar la abundancia y el patron de
expresion de la glucoproteina HCELL. Se pueden utilizar anticuerpos anti-HCELL desde el punto de vista
diagnostico para monitorizar niveles de proteina en tejido como parte de un procedimiento de ensayo clinico para,
por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. Como alternativa se usan anticuerpos anti-
HCELL para tratar o diagnosticar leucemia. La deteccion se puede facilitar mediante acoplamiento (por ejemplo,
union fisica) del anticuerpo a una sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas,
grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales
radioactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o
acetilcolinesterasa;

ejemplos de complejos de grupo prostético adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo, puntos cuanticos o ficoeritrina; un ejemplo de material
luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y acuorina, y
ejemplos de materiales radioactivos adecuados incluyen 1291, 1341, 35S o °H.

Vectores de expresién recombinantes de HCELL y células huésped

Los inventores también describen vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un acido nucleico
que codifica polipéptidos de HCELL, polipéptidos de fusion, o derivados, fragmentos, analogos u homaélogos de los
mismos. Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Otro tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un
bucle de ADN circular bicatenario en el que se pueden ligar segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es
un vector viral, En el que se pueden ligar en el genoma viral segmentos adicionales de ADN. Ciertos vectores son
capaces de una replicacién autébnoma en una célula huésped en la que se introducen (p. ej., vectores bacterianos
que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (p. €j., vectores
no episomales de mamifero) se integran en el genoma de una célula huésped tras la introduccién en la célula
huésped y, de este modo, se replican junto con el genoma del huésped. Ademas, ciertos vectores son capaces de
dirigir la expresion de los genes a los que estan unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en el
presente documento “vectores de expresion”. Eh general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN
recombinante suelen estar en forma de plasmidos. En la presente especificacion, “plasmido” y “vector’ pueden
usarse de forma intercambiable, ya que el plasmido es la forma de vector usada con mas frecuencia. No obstante, la
presente descripcion estd destinada a incluir esas otras formas de vectores de expresion, tales como vectores
virales (p. €j., retrovirus defectuosos en la replicaciéon, adenovirus y virus adenoasociados), que sirven funciones
equivalentes.

Los vectores de expresion recombinante de la invencidon comprenden un acido nucleico en una forma apropiada
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para la expresion del acido nucleico en una célula huésped, lo que significa que los vectores de expresion
recombinante incluyen una o mas secuencias reguladoras seleccionadas basadas en las células huésped que vayan
a usar para la expresion, que esta operativamente unida a la secuencia de acido nucleico que se va a expresar. En
un vector de expresion recombinante, “operablemente unido”, se usa en el presente documento, se pretende que
signifique que la secuencia de nucleétidos de interés esta relacionada con la(s) secuencia(s) reguladora(s) de un
modo que permita la expresién de la secuencia de nucleétidos (p. €j., en un sistema de transcripcion/traduccion in
vitro 0 en una célula huésped cuando el vector se introduce en la célula huésped).

Con la expresioén “secuencia reguladora” se pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control
de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién). Dichas secuencias reguladoras se describen en, por
ejemplo, Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif.
(1990). Las secuencias reguladoras incluyen lasque dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de
nucleé6tidos en muchos tipos de célula huésped y las que dirigen la expresién de la secuencia de nucleétidos solo en
ciertas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los expertos en la técnica
apreciaran que el disefio del vector de expresion pueda depender de factores tales como la eleccion de la célula
huésped que se va a transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Los vectores de expresion de la
invencion se pueden introducir en las células huésped para producir de este modo proteinas o péptidos, incluyendo
proteinas o péptidos de fusién, codificados por acidos nucleicos como se describe en el presente documento.

Los vectores de expresion recombinante se pueden disefiar para la expresion de polipéptidos de HCELL o
polipéptidos de fusiéon en células procariotas o eucariotas. Por ejemplo, los polipéptidos de HCELL o polipéptidos de
fusion pueden expresarse en células bacterianas tales como Escherichia coli, células de insectos (usando vectores
de expresion baculovirus), células de levadura o células de mamiferos. Las células huésped adecuadas se discuten
con mas detalle en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, Calif. (1990). Como alternativa, el vector de expresion recombinante puede transcribirse y traducirse in vitro,
por ejemplo usando secuencias reguladoras promotoras de T7 y la polimerasa de T7.

La expresion de proteinas en procariotas se lleva a cabo normalmente en Escherichia coli con vectores que
contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusiéon o de no fusion. Los
vectores de fusion afiaden una serie de aminoacidos a una proteina codificada en los mismos, usualmente al
extremo amino terminal de la proteina recombinante. Estos vectores de fusién tienen normalmente tres objetivos: (i)
aumentar la expresion de la proteina recombinante; (ii) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y (iii)
ayudar a la purificacion de la proteina recombinante actuando como ligando en la purificacion por afinidad.
Frecuentemente, en los vectores de expresion de fusién, se introduce un punto de escision proteolitica en la unién
del resto de fusion y la proteina recombinante para permitir la separacion de la proteina recombinante del resto de
fusién después de la purificacion de la proteina de fusién. Tales enzimas, y sus secuencias de reconocimiento afines
incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresion de fusion incluyen pGEX (Pharmacia Biotech
Inc; Smith and Johnson, 1988. Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRIT5 (Pharmacia,
Piscataway, N.J.) que fusionan la glutation S-transferasa (GST), la proteina de unién a maltosa E, o proteina A,
respectivamente, a la proteina recombinante diana.

Los ejemplos de vectores de expresion de no fusiéon de E. coli inducibles apropiados incluyen pTrc (Amrann et al.,
(1988) Gene 69:301-315) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60—89).

Una estrategia para maximizar la expresion de proteina recombinante en E coli es expresar la proteina en una
bacteria huésped con una capacidad alterada para escindir proteoliticamente la proteina recombinante. Véase, por
ejemplo, Gottesman, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif.
(1990) 119-128. Otra estrategia es alterar la secuencia de acidos nucleicos del acido nucleico que se va a insertar
en el vector de expresion de manera que los codones individuales para cada aminoacido sean aquellos utilizados
preferentemente en E. coli (véase, por ejemplo Wada, et al., 1992. Nucl. Acids Res. 20: 2111-2118). Tales
alteraciones de las secuencias de acidos nucleicos de la invencion se pueden llevar a cabo mediante técnicas
estandar de sintesis de ADN.

En otra realizacion, los vectores de expresion de polipéptidos o polipéptidos de fusion de HCELL pueden ser un
vector de expresion de levadura. Los ejemplos de vectores de expresion en la levadura Saccharomyces cerevisae
incluyen pYepSec1 (Baldari, et al., 1987. EMBO J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan y Herskowitz, 1982. Cell 30: 933—
943), pJRY88 (Schultz et al., 1987. Gene 54: 113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) y picZ
(InVitrogen Corp, San Diego, Calif.).

Como alternativa, los polipéptidos de HCELL o polipéptidos de fusién se pueden expresar en células de insecto
usando vectores de expresion baculovirus. Los vectores baculovirus disponibles para la expresiéon de proteinas en
células de insecto en cultivo (por ejemplo, células SF9) incluyen la serie pAc (Smith, et al., 1983. Mol. Cell. Biol. 3:
2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers, 1989. Virology 170: 31-39).

En otra realizacion mas, un acido nucleico de la invencidon se expresa en células de mamifero usando un vector de
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expresion de mamifero. Ejemplos de vectores de expresion de mamiferos incluyen pCDM8 (Seed, 1987. Nature 329:
840) y pMT2PC (Kaufman, et al., 1987. EMBO J. 6: 187-195). Cuando se usan en células de mamiferos, las
funciones de control de los vectores de expresion a menudo son proporcionadas por los elementos reguladores
virales. Por ejemplo, los promotores que se usan habitualmente derivan de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus y
virus del simio 40. Para otros sistemas de expresién apropiados tanto para células procariotas como eucariotas
véase, por ejemplo, los capitulos 16 y 17 de Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 22 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

En otra realizacion, el vector de expresion recombinante de mamifero es capaz de dirigir la expresion del acido
nucleico preferentemente en un tipo de célula en particular (por ejemplo, se usan elementos reguladores especificos
de tejido para expresar el acido nucleico). Los elementos reguladores especificos de tejido se conocen en la técnica.
Ejemplos no limitantes de promotores especificos de tejido apropiados incluyen el promotor de la albimina
(especifico del higado; Pinkert, et al., 1987. Genes Dev. 1: 268-277), promotores linfoides especificos (Calame y
Eaton, 1988. Adv. Immunol. 43: 235-275), en promotores concretos de receptores de célula T (Winoto y Baltimore,
1989. EMBO J. 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Banerji, et al., 1983. Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore, 1983.
Cell 33: 741-748), promotores especificos de neuronas (por ejemplo, el promotor de los neurofilamentos; Byrne y
Ruddle, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477), promotores especificos del pancreas (Edlund, et al,,
1985. Science 230: 912-916), y promotores especificos de glandula mamaria (por ejemplo, el promotor de suero de
leche; patente de Estados Unidos n.° 4.873,316 y publicacion de la solicitud europea n.° 264.166). También se
abarcan promotores regulados en el desarrollo, por ejemplo, los promotores murinos hox (Kessel y Gruss, 1990.
Science 249: 374-379) y el promotor de a-fetoproteina (Campes y Tilghman, 1989. Genes Dev. 3: 537-546).

Los inventores también describen un vector de expresién recombinante que comprenda una molécula de ADN de la
invenciéon clonada en un vector de expresion con una orientacion antisentido. Es decir, la molécula de DNA esta
unida operativamente a una secuencia reguladora de un modo que permite la expresion (por transcripcion de la
molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido respecto a los polipéptidos de HCELL o al ARNm de
los polipéptidos de fusion. Se pueden elegir secuencias reguladoras unidas operativamente a acidos nucleicos
clonados en orientacion antisentido que dirijan la expresion continua de la molécula de ARN antisentido en diversos
tipos celulares, por ejemplo se pueden elegir promotores virales y/o potenciadores que dirijan la expresion
constitutiva, especifica de tejido o especifica de tipo celular de ARN antisentido. El vector de expresion antisentido
puede estar en forma de un plasmido recombinante, fagémido o virus atenuado en el que los acidos nucleicos
antisentido se producen bajo el control de una regiéon reguladora de alta eficacia, cuya la actividad puede estar
determinada por el tipo celular en el que el vector se introduce. Para discusion sobre la regulacion de la expresion
génica utilizando genes antisentido véase, por ejemplo, Weintraub, et al., "Antisense RNA as a molecular tool for
genetic analysis," Reviews—Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986.

Otro aspecto se refiere a las células huésped en las que se ha introducido un vector de expresiéon. Los términos
"célula huésped" y "célula huésped recombinante" se usan en el presente documento indistintamente. Debe
entenderse que dichos términos no sélo se refieren a la célula sujeto concreta, sino también a la progenie, o
potencial progenie, de dicha célula. Dado que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones
posteriores debido a mutaciones o influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la
célula parental, pero todavia esta incluida en el alcance del término tal como se usa en la presente memoria
descriptiva.

Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, los polipéptidos de HCELL o
polipéptidos de fusiéon se pueden expresar en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, células de
levaduras o células de mamifero (tales como células humanas, de ovario de hamster chino (CHO) o células COS).
Otras células huésped adecuadas son bien conocidas para los expertos en la técnica.

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Como se usan en el presente documento, se entiende que los términos
"transformacion" y "transfeccion" hacen referencia a diversas técnicas reconocidas en la materia para introducir
acidos nucleicos extrafos (por ejemplo, ADN) dentro de una célula huésped, incluyendo coprecipitacién con fosfato
célcico o cloruro calcico, transfeccion mediada por dextrano DEAE, lipofeccién o electroporacion. Se pueden
encontrar métodos adecuados para trasformar o transfectar células huésped en Sambrook, et al. (Molecular Cloning:
A Laboratory Manual. 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989), y otros manuales de laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y de la
técnica de transfeccion utilizada, solo una pequefia fraccion de células pueden integrar el ADN extrafio dentro de su
genoma. Para identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador exclusivo (por ejemplo, la
resistencia a antibidticos) se introduce generalmente dentro de las células huésped junto al gen de interés. Varios
marcadores exclusivos incluyen aquellos que confieren resistencia a farmacos, tal como G418, higromicina y
metotrexato. Se puede introducir el acido nucleico que codifica un marcador seleccionable dentro de una célula
huésped en el mismo vector que codifica los polipéptidos HCELL o polipéptidos de fusién o puede introducirse en un
vector separado. Se pueden identificar mediante seleccion farmacolégica células transfectadas de forma estable con
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el acido nucleico introducido (por ejemplo, la células que han incorporado el gen marcador selectivo sobreviviran,
mientras que las otras células moriran).

Una célula huésped como una célula procariota o eucariota en cultivo, puede utilizarse para producir (por ejemplo,
expresar) polipéptidos HCELL o polipéptidos de fusion. En consecuencia, los inventores también describen métodos
para producir polipéptidos de HCELL o polipéptidos de fusién usando células huésped. En una realizacion, el
método comprende cultivar la célula huésped (en la que se ha introducido un vector de expresion recombinante que
codifica polipéptidos de HCELL o polipéptidos de fusidon) en un medio apropiado de manera que se producen
polipéptidos de HCELL o polipéptidos de fusion. En otro ejemplo, el método comprende adicionalmente aislar
polipéptidos de HCELL o polipéptidos de fusién del medio o de la célula huésped.

Método de identificacion de células madre

Los inventores describen en el presente documento varios métodos para identificar y/o aislar células madre. Una
célula madre es una célula pluripotencial de origen mesodérmico, ectodérmico o endodérmico. Preferentemente, una
célula madre es de origen mesodérmico. Mas preferentemente, una célula madre es una célula progenitora
hematopoyética.

Una célula madre se identifica poniendo en contacto una poblacién celular que se va a analizar con uno o mas
agentes, por ejemplo, una proteina, un polipéptido o una molécula pequefia, que se una especificamente a HCELL.
Preferentemente, un agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo. El anticuerpo puede ser monoclonal o
policlonal. Por ejemplo, un agente es un anticuerpo frente a HCELL. Como alternativa, un agente es un anticuerpo
anti-CD44, o un anticuerpo HECA-452.

Con unién especifica se quiere decir que la interaccion entre la célula y el agente es suficiente para formar un
complejo. Se detecta un complejo célula/agente. Presencia del complejo indica que la célula de ensayo es una
célula madre. En un método alternativo, la célula madre se aisla de la poblaciéon celular que se va a analizar
retirando el complejo de la poblaciéon celular de ensayo. El complejo se puede separar de la poblacién celular de
ensayo mediante métodos conocidos en la materia, por ejemplo, citometria de flujo. Adicionalmente, la célula madre
puede aislarse posteriormente separando la célula madre del o los agentes destruyendo el complejo. El complejo
puede ser destruido, por ejemplo, mediante quelacién de iones con EDTA diluido.

Como alternativa, una célula madre se puede identificar proporcionando un polipéptido de selectina, por ejemplo, E-
selectina o L-selectina, inmovilizado en una fase solida, por ejemplo vidrio, plastico o membrana, y poniendo en
contacto la fase solida con una muestra de fluido que contiene una suspension de células de ensayo. En algunos
aspectos, la muestra de fluido se mueve. Por muestra de fluido en movimiento se quiere decir que la muestra fluye a
través de la superficie de la membrana de un modo unidireccional. Las interacciones entre la muestra de fluido en
flujo y el ligando inmovilizado se pueden examinar bajo una amplia gama de condiciones de flujo definidas, que van
desde incubacion estatica hasta niveles fisiologicos de flujo de cizalladura, condiciones estaticas y aplicacion seriada
de condiciones estaticas o de cizalladura, y a niveles suprafisiolégicos de cizalladura. Por ejemplo, las condiciones
de flujo de cizalladura es una fuerza de flujo mayor de 0,6 dinas/cm?. Como alternativa, la condicion de flujo de
cizalladura es una fuerza de al menos 2,8 dinas/cm?. Adicionalmente, la condicién de flujo de cizalladura es una
fuerza de al menos 9,0 dinas/cm?. En algunos aspectos, el fluido se mueve a través de la membrana de forma que
se alcanza la tension de corte fisiolégica en la superficie. A continuacién se determina la interacciéon entre la fase
solida y las células. La interaccion entre las células de la muestra de fluido y la fase sélida indica que la célula es
una célula madre.

También se describe en el presente documento un método para aislar células madre. El método incluye proveer un
polipéptido de selectina en una fase soélida y poner en contacto la fase sélida con una muestra de fluido que contiene
una suspension de células. Las células que se adhieren a la fase sélida se recuperan después. Las células
adheridas a la fase sélida se “pueden recuperar por cualquier método conocido en la materia (por ejemplo, mediante
quelacion de iones con EDTA diluido y/o aplicacion de una fuerza de cizalladura alta). Las células unidas
recuperadas de la superficie de la transferencia se pueden recolectar y analizar su fenotipo o sus funciones
bioldgicas después de la elucién. El ligando inmovilizado en la matriz puede reutilizarse para comparar interacciones
dentro de varios grupos de células o manipularse in situ para definir las caracteristicas de la poblacion celular que se
investiga.

La interacciéon entre las células y la fase soélida puede ser, por ejemplo, rodamiento, union firme o interaccion
especifica. En algunos aspectos, la interaccion especifica se determina por el coeficiente de afinidad. Por ejemplo,
una interaccién especifica es una interaccion que tiene una Kq en el intervalo de 0,1 mM a 7 mM.. Preferiblemente, la
Ka tiene que ser mayor de 1 mM.

Una interaccion célula/agente o, como alternativa, una interaccion célula/fase solida puede determinarse por
ejemplo, por inspecciéon visual al microscopio, colorimétricamente, fluorométricamente, por citometria de flujo o
usando una prueba de camara de flujo de placas paralelas. Como alternativa, la interaccion se analiza marcando las
células, el polipéptido HCELL o el agente usando marcadores fluorescentes, biotina, enzimas como la fosfatasa
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alcalina, peroxidasa de rabano o beta-galactosidasa, is6topos radioactivos u otros marcadores conocidos en la
materia. El marcador puede ser afiadido a las células, al polipéptido HCELL o al agente antes o subsecuentemente a
poner en contacto la poblacion celular a estudio con el agente. La membrana o fase solida puede ser objeto de
analisis espectrofotométrico o radiografico para cuantificar el nimero que interacciona con el polipéptido selectina de
la fase solida.

Asimismo, los inventores han descrito métodos de tratamiento de trastornos celulares, tales como trastornos
hematopoyéticos, cancer o trastornos susceptibles al tratamiento con una célula madre (es decir, terapia con células
madre), tales como infarto de miocardio, enfermedad de Parkinson, diabetes, distrofias musculares congénitas, ictus,
trastornos genéticos/congénitos (por ejemplo, osteogénesis imperfecta) y trastornos hepaticos en un mamifero, por
ejemplo un ser humano, administrando las células aisladas de los métodos descritos anteriormente.

Métodos para aumentar la afinidad del ligando para E-selectina/L-selectina

Asimismo, los inventores describen en el presente documento un método para aumentar la afinidad de una célula
por la E-selectina y/o L-selectina, proporcionando una célula y poniendo en contacto la célula con uno o mas
agentes que aumenten la expresién o actividad del polipéptido HCELL en la célula.

La célula puede ser cualquier célula capaz de expresar el polipéptido HCELL. Por ejemplo la célula puede ser una
célula madre (por ejemplo, una célula pluripotencial). Una célula puede ser de origen mesodérmico, ectodérmico o
endodérmico. Preferentemente, una célula de origen mesodérmico. Mas preferentemente, una célula es una célula
progenitora hematopoyética. La poblacién celular que se expone a, es decir, contacta con, el compuesto puede ser
cualquier numero de células, es decir, una o mas células, y puede ser provista in vitro, in vivo o ex vivo.

Los agentes apropiados pueden ser, por ejemplo, un polipéptido, un acido nucleico. Por ejemplo puede ser un
polipéptido CD44, glucosiltransferasa o glucosidasa, un acido nucleico que codifique un polipéptido CD44,
glucosiltransferasa o glucosidasa y, derivados, fragmentos, analogos u homologos de los mismos. Un acido nucleico
gque aumente la expresion de un acido nucleico que codifique un polipéptido CD44, glucosiltransferasa o
glucosidasa, incluye, por ejemplo, promotores, amplificadores. El acido nucleico puede ser endégeno o exdgeno.

Las fuentes apropiadas de acidos nucleicos que codifican el polipéptido CD44 incluyen por ejemplo el acido nucleico
humano CD44 (y las secuencias proteicas codificadas) disponibles como GenBank, nimeros de acceso LO5407 y
CAA40133, respectivamente. Otras fuentes incluyen acido nucleico humano CD44 y secuencias de proteinas y se
muestran en GenBank con los numeros de acceso U35632 y P160079, respectivamente, y se refieren en el presente
documento con la referencia en su integridad. Fuentes adecuadas de acidos nucleicos que codifican polipéptido
glucosiltransferasa incluyen por ejemplo el acido nucleico glucosiltransferasa humano (y las secuencias de proteinas
codificadas) disponibles como GenBank N.° de registro AJ276689 y CAB81779, respectivamente. Fuentes
apropiadas de acidos nucleicos que codifican polipéptido glucosidasa incluyen por ejemplo el acido nucleico
glucosidasa humano (y las secuencias de proteina codificadas) disponible como GenBank numeros de acceso
AJ278964 y CAC08178, respectivamente. El uso de otros polipéptidos CD44 glucosiltransferasa o glucosidasa, de
CD44 y acidos nucleicos conocidos en el arte estan también en el ambito de la invencion.

El agente se puede exponer a la célula directamente (es decir, la célula es expuesta directamente al acido nucleico o
al vector que contiene el acido nucleico) o indirectamente.

La expresion de HCELL puede medirse a nivel del acido nucleico o de la proteina. La expresion de los acidos
nucleicos puede medirse a nivel del ARN usando cualquier método conocido en la materia. Por ejemplo, se puede
realizar analisis por "hibridacion Northern" para determinar la expresién de genes usando sondas que reconozcan
especificamente una o mas secuencias. Como alternativa, la expresion se puede medir usando pruebas de tipo RT
PCR. La expresién se puede medir también a nivel de proteina, es decir, midiendo los niveles de polipéptidos
codificados por los productos de los genes. Dichos métodos son bien conocidos en el arte e incluyen, por ejemplo,
inmunoensayos basados en anticuerpos frente a proteinas codificadas por los genes.

La actividad de HCELL puede medirse por ejemplo por la actividad de union a L-selectina o E-selectina.

Métodos para aumentar el potencial de injerto de una célula

En el presente documento los inventores describen métodos para aumentar el potencial de injerto de una célula. Por
aumentar el potencial de injerto se entiende que la célula tiene una mayor tasa de supervivencia después del
trasplante en comparacion con una célula no tratada.

Una célula puede ser de origen mesodérmico, ectodérmico o endodérmico. Preferentemente, la célula es una célula
madre. Mas preferentemente, la célula es de origen mesodérmico. Por ejemplo, la célula es una célula progenitora
hematopoyética.

Los inventores también describen método para aumentar el potencial de injerto de una célula, disponiendo esa
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célula y poniéndola en contacto con uno o mas agentes que aumenten la expresion de HCELL en la superficie
celular o aumenten la actividad de este polipéptido en la superficie de la célula. Los inventores describen
adicionalmente un método para aumentar los niveles de células madre injertadas en un sujeto, por ejemplo, humano,
mediante la administracion al sujeto de un agente que aumente la expresién de HCELL en la superficie celular en
una o mas células madre del sujeto. El agente puede administrarse in vivo, ex vivo o in vitro,

Los inventores también describen un método de aumentar el potencial de injerto de una poblacion celular
proporcionando un polipéptido de selectina, por ejemplo, E-selectina o L-selectina, inmovilizado en una fase soélida,
por ejemplo vidrio, plastico o membrana, y poniendo en contacto la fase soélida con una muestra de fluido que
contiene una suspension de células de ensayo. En algunos aspectos, la muestra de fluido se mueve. Por muestra de
fluido en movimiento se quiere decir que la muestra fluye a través de la superficie de la membrana de un modo
unidireccional. Las interacciones entre la muestra de fluido en flujo y el ligando inmovilizado se pueden examinar
bajo una amplia gama de condiciones de flujo definidas, que van desde incubacion estatica hasta niveles fisiolégicos
de flujo de cizalladura, condiciones estaticas y aplicacion seriada de condiciones estaticas o de cizalladura, y a
niveles suprafisiolégicos de cizalladura. Por ejemplo, las condiciones de flujo de cizalladura es una fuerza de flujo
mayor de 0,6 dinas/cm?. Como alternativa, la condicion de flujo de cizalladura es una fuerza de al menos 2,8
dinas/cm?. Adicionalmente, la condicion de flujo de cizalladura es una fuerza de al menos 9,0 dinas/cm?. En algunos
aspectos, el fluido se mueve a través de la membrana de forma que se alcanza la resistencia a la cizalladura
fisiologica en la superficie. Las células que se adhieren a la fase soélida se recuperan después.

Las células adheridas a la fase sélida se “pueden recuperar por cualquier método conocido en la materia (por
ejemplo, mediante quelacién de iones con EDTA diluido y/o aplicacién de una fuerza de cizalladura alta). Las células
unidas recuperadas de la superficie de la transferencia se pueden recolectar y analizar su fenotipo o sus funciones
biologicas después de la elucién. El ligando inmovilizado en la matriz puede reutilizarse para comparar interacciones
dentro de varios grupos de células o manipularse in situ (como se indica mas adelante) para definir las
caracteristicas de la poblacion celular que se investiga. También esta descrito un método de aumentar los niveles de
células madre injertadas en un sujeto, administrando a un sujeto una composicioén que incluya las células aisladas
de acuerdo a los métodos que se han explicado anteriormente.

Los agentes apropiados pueden ser, por ejemplo, un polipéptido, un acido nucleico. Por ejemplo un agente puede
ser un polipéptido CD44, glucosiltransferasa o glucosidasa, un acido nucleico que codifique un polipéptido CD44, un
polipéptido glucosiltransferasa o un polipéptido glucosidasa o un acido nucleico que aumente la expresion de un
acido nucleico que codifique un polipéptido CD44, un polipéptido glucosiltransferasa o un polipéptido glucosidasa y,
derivados, fragmentos, analogos y homologos de los mismos. Un acido nucleico que aumente la expresion de un
acido nucleico que codifique un polipéptido CD44, un polipéptido glucosiltransferasa o un polipéptido glucosidasa
incluye, por ejemplo, promotores, amplificadores. El 4cido nucleico puede ser endégeno o exégeno.

Las fuentes apropiadas de acidos nucleicos que codifican el polipéptido CD44 incluyen por ejemplo el acido nucleico
humano CD44 (y las secuencias proteicas codificadas) disponibles como GenBank, nimeros de acceso LO5407 y
CAA40133, respectivamente. Otras fuentes incluyen acido nucleico humano CD44 y secuencias de proteinas y se
muestran en GenBank con nimeros de registro U35632 y P160079, respectivamente. Las fuentes apropiadas de
acidos nucleicos que codifican el polipéptido glicosiltransferasa incluyen por ejemplo el acido nucleico humano de la
glicosiltransferasa (y las secuencias proteicas codificadas) disponibles como GenBank, nimeros de acceso
AJ276689 y CAB81779, respectivamente. Las fuentes apropiadas de acidos nucleicos que codifican el polipéptido
glicosidasa incluyen por ejemplo el acido nucleico humano de glicosidasa (y las secuencias proteicas codificadas)
disponibles como GenBank, nimeros de acceso AJ278964 y CAC08178, respectivamente. Otros polipéptidos CD44,
glicosiltransferasa o glicosidasa y acidos nucleicos conocidos en la materia también se pueden usar.

El sujeto es, preferentemente, un mamifero. El mamifero puede ser, por ejemplo, un ser humano, un primate no
humano, un ratdn, un perro, un gato, un caballo o una vaca. Adicionalmente, el sujeto sufre o esta en riesgo de
desarrollar una trastorno hematopoyético, (por ejemplo, leucemia), cancer, o trastornos inflamatorios, incluyendo
trastornos inflamatorios crénicos, (por ejemplo, artritis reumatoide).

Un mamifero que sufre de o estad en riesgo de desarrollar una trastorno hematolégico (por ejemplo, leucemia),
cancer, o trastornos inflamatorios, incluyendo trastornos inflamatorios crénicos, (por ejemplo, artritis reumatoide)
puede ser identificado mediante la deteccién de un factor de riesgo, por ejemplo, género, edad, historia previa de
tabaquismo, predisposicién familiar, atribuidos al trastorno particular. Como alternativa, un mamifero que sufre de o
esta en riesgo de desarrollar un trastorno hematolégico, (por ejemplo leucemia), cancer, o trastornos inflamatorios,
incluyendo trastornos inflamatorios cronicos, (por ejemplo, artritis reumatoide) puede ser identificado mediante
métodos conocidos en el arte para diagnosticar el trastorno particular.

Poblacién de células para su uso en el tratamiento
En el presente documento, los inventores describen una poblacion de células, en la que dichas células son células

madre, células progenitoras hematopoyéticas o células de leucocitos para su uso en el tratamiento de trastornos
hematopoyéticos, trastornos inflamatorios, trastornos genéticos, cancer o trastornos susceptibles de tratamiento con
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una célula madre, teniendo dichas células un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho polipéptido glicosilado
comprende una cadena principal del polipéptido CD44 que muestra glicanos sialilados, fucosilados que se unen E-
selectina y a L-selectina, teniendo la poblaciéon un mayor nivel de expresion del polipéptido glicosilado en relacién
con poblaciones nativas de células de ese tipo, con la condiciéon de que la poblaciéon no es una poblacién de células
madre embrionarias.

Una célula puede ser de origen mesodérmico, ectodérmico o endodérmico. Preferentemente, una célula es de
origen mesodérmico. Mas preferentemente, una célula es una célula progenitora hematopoyética.

En una realizacion, el polipéptido glicosilado o la estructura principal del polipéptido CD44 glicosilado comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o comprende la secuencia de aminoacidos al menos un 95 % similar
ala SEQID NO: 1.

En otra realizacién, el polipéptido glicosilado o la estructura principal del polipéptido CD44 glicosilado muestra
glicanos fucosilados sialilados reactivos a HECA—452.

Métodos para tratar trastornos hematopoyéticos

En el presente documento, los inventores también describen un método para tratar trastornos hematopoyéticos, (por
ejemplo, leucemia, anemia aplasica, linfoma no Hodgkin, leucemia mieloide crénica, mieloma mudiltiple, leucemia
linfocitica cronica, varios sindromes mielodisplasicos), en un sujeto, administrando al sujeto un agente que
disminuye la expresion en la superficie celular del polipéptido HCELL en el sujeto.

Los inventores también describen un método de tratamiento de trastornos hematopoyéticos en un sujeto
proporcionando sangre del sujeto y poniendo la sangre en contacto con uno o mas agentes que se unen
especificamente al polipéptido HCELL en las condiciones necesarias para formar un complejo entre los agentes y
una célula sanguinea en la sangre. Preferentemente la célula sanguinea es cancerosa. Mas preferentemente, la
célula sanguinea es una célula sanguinea leucémica. Se detecta la formacion del complejo y el complejo se retira de
la sangre, vy, se retira la célula. La sangre después se reintroduce en el sujeto.

Los agentes apropiados incluyen una proteina, un polipéptido o molécula pequefia, que se une especificamente al
polipéptido HCELL. Preferentemente, un agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo. El anticuerpo puede
ser monoclonal o policlonal. Por ejemplo, un agente es un anticuerpo frente a HCELL. Como alternativa, un agente
es un anticuerpo anti-CD44, o un anticuerpo HECA-452. Con union especifica se quiere decir que la interaccion
entre la célula y el agente es suficiente para formar un complejo. El complejo se puede separar de la sangre
mediante métodos conocidos en la materia, por ejemplo, citometria de flujo.

Asimismo, los inventores han descrito un método de tratamiento de trastornos hematopoyéticos en un sujeto
proporcionando sangre del sujeto y un polipéptido selectina, por ejemplo E-selectina o L-selectina inmovilizados en
una fase soélida, por ejemplo, de vidrio, plastico o membrana, y poniendo en contacto la fase sélida con la sangre. En
algunos aspectos, la muestra de sangre se mueve. Por muestra de sangre en movimiento se quiere decir que la
muestra fluye a través de la superficie de la membrana de un modo unidireccional. Las interacciones entre la
muestra de sangre en el flujo y el ligando inmovilizado se pueden examinar bajo una amplia gama de condiciones de
flujo definidas, que van desde incubacién estatica hasta niveles fisiolégicos de flujo de cizalladura, condiciones
estaticas y aplicacion seriada de condiciones estaticas o de cizalladura, y a niveles suprafisiolégicos de cizalladura.
Por ejemplo, las condiciones de flujo de cizalladura es una fuerza de flujo mayor de 0,6 dinas/cm?. Como alternativa,
la condicion de flujo de cizalladura es una fuerza de al menos 2,8 dinas/cm?. Adicionalmente, la condicion de flujo de
cizalladura es una fuerza de al menos 9,0 dinas/cm?. En algunos aspectos, la sangre se mueve a través de la
membrana de forma que se alcanza la tensién de corte fisiologica en la superficie. Después, la sangre se reintroduce
en el sujeto.

La extraccion y reinfusion de la sangre en un sujeto se lleva a cabo mediante técnicas de plasmaféresis conocidas
en la materia.

Los inventores también han descrito métodos para tratar trastornos hematopoyéticos en un sujeto administrando al
sujeto un agente que se une especificamente a la glucoproteina HCELL. El agente puede ser por ejemplo un
polipéptido o una molécula pequefa. Preferentemente, el agente es un anticuerpo frente a HCELL. Con union
especifica se quiere decir que la interaccion entre la glucoproteina HCELL y el agente es suficiente para formar un
complejo. Tras la formacion del complejo, el agente puede activar el complemento o mediar en la toxicidad celular,
(por ejemplo, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA) u otros efectos inmunoloégicos directos.

Como alternativa, un trastorno hematopoyético puede tratarse administrando al sujeto un agente que incluya un
primer y un segundo dominios. El primer dominio incluye un compuesto que se une especificamente a la
glucoproteina HCELL. Preferentemente, el primer dominio es un anticuerpo frente a HCELL o fragmento del mismo.
El segundo dominio incluye una toxina unida por un enlace covalente, por ejemplo, un enlace peptidico, al primer
dominio. Una toxina incluye un compuesto capaz de destruir o matar selectivamente una célula con la que entra en
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contacto. Por "matar selectivamente" se entiende matar aquellas células a las que se une el primer dominio.
Ejemplos de toxinas incluyen, toxina diftérica (DT) exotoxina de Pseudomonas (PE), ricina A (RTA), gelonina,
proteina antiviral de hierba de carmin y dodecandron.

El primer y segundo dominios se pueden presentar en cualquier orden y el agente puede incluir uno o més de cada
dominio.

El sujeto es, preferentemente, un mamifero. EI mamifero puede ser, por ejemplo, un ser humano, un primate no
humano, un raton, un perro, un gato, un caballo o una vaca.

Métodos para diagnosticar o determinar la susceptibilidad a un trastorno hematolégico

Los inventores también describen en el presente documento un método para diagnosticar o determinar la
susceptibilidad a un trastorno hematolégico en un sujeto por medio de poner en contacto una poblaciéon celular
derivada del sujeto con uno o mas agentes que se unen especificamente a la glucoproteina HCELL. Con unién
especifica se quiere decir que la interaccion entre la célula y el agente es suficiente para formar un complejo. Se
detecta un complejo célula/agente. La presencia de un complejo indica la presencia de o la susceptibilidad del sujeto
a sufrir un trastorno hematolégico.

Los trastornos hematolégicos que se pueden detectar por este método incluyen por ejemplo, anemia, neutropenia,
trombocitosis, trastornos mieloproliferativos o neoplasias hematologicas.

El sujeto es, preferentemente, un mamifero. EI mamifero puede ser, por ejemplo, un ser humano, un primate no
humano, un raton, un perro, un gato, un caballo o una vaca.

Métodos para determinar el prondstico o eficacia del tratamiento de un trastorno hematolégico

Los inventores también describen en el presente documento un método para diagnosticar o determinar la
susceptibilidad a un trastorno hematolégico en un sujeto por medio de poner en contacto una poblaciéon celular
derivada del sujeto con uno o mas agentes que se unen especificamente a la glucoproteina HCELL. Con unién
especifica se quiere decir que la interaccion entre la célula y el agente es suficiente para formar un complejo. Se
detecta un complejo célula/agente. La ausencia del complejo indica un pronostico favorable o tratamiento eficaz del
trastorno hematoldgico en el sujeto. La presencia del complejo indica un pronostico desfavorable o tratamiento no
eficaz del trastorno hematologico en el sujeto.

Por "eficaz" se entiende que el tratamiento ha conseguido disminuir el trastorno hematolégico en el sujeto. Cuando el
tratamiento se aplica profilacticamente, "eficaz" significa que el tratamiento retrasa o previene el trastorno
hematolégico.

Los trastornos hematologicos que se pueden detectar por este método incluyen por ejemplo, anemia, neutropenia,
trombocitosis, trastornos mieloproliferativos o neoplasias hematolégicas.

El sujeto es, preferentemente, un mamifero. EI mamifero puede ser, por ejemplo, un ser humano, un primate no
humano, un ratén, un perro, un gato, un caballo o una vaca.

Métodos para tratar trastornos inflamatorios

Los inventores también describen en el presente documento un método de tratamiento de trastornos inflamatorios en
un sujeto, mediante la administracién a un sujeto de una glicoproteina de HCELL o fragmento de la misma.

Los trastornos inflamatorios incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide (AR), enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y
asma.

Composiciones farmacéuticas que incluyen polipéptidos HCELL, polipéptidos de fusion o acidos nucleicos
que codifican los mismos

La invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusion de inmunoglobulina y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
inmunoglobulina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de un trastorno
inflamatorio, cancer o un trastorno hematopoyético en un sujeto.

Los polipéptidos HCELL, o moléculas de acido nucleico que codifican estas proteinas de fusién y células aisladas

como se describe en el presente documento (también denominados en el presente documento "Terapéuticas" o
"compuestos activos") y derivados, fragmentos, analogos y homologos de los mismos, pueden incorporarse en
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composiciones farmacéuticas adecuadas para su administracion. Normalmente, dichas composiciones comprenden
la molécula de acido nucleico, proteina, célula o anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se
usa en | presente documento, se pretende que “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluya todos y cada uno de
los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos y
retardantes de la absorcién, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Vehiculos adecuados se
describen en la edicion mas reciente de Remington’s Pharmaceutical Sciences, un texto de referencia estandar en el
campo. Ejemplos preferidos de estos vehiculos o diluyentes incluyen, pero no se limitan a, agua, solucion salina,
soluciones de Ringer, solucion dextrosa, y seroalbumina humana al 5 %. También se pueden usar liposomas y
vehiculos no acuosos tales como aceites fijados. El uso de dichos medios y agentes para las sustancias
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto cuando alguno de los medios o agentes
convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones.
En las composiciones también pueden incorporarse compuestos activos suplementarios.

Los agentes activos divulgados en el presente documento también pueden formularse como liposomas. Los
liposomas se preparan por métodos conocidos en la materia, tales como los descritos en Epstein et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); y las patentes de
Estados Unidos n.° 4.485,045 and 4.544,545. Los liposomas con tiempo de circulacion aumentado se divulgan en la
patente de Estados Unidos n.° 5.013,556.

Se pueden generar liposomas particularmente Gtiles mediante el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamida derivada de PEG (PEG-PE).
Los liposomas se extruden a través de filtros con un tamafio de poro definido para obtener liposomas con el
diametro deseado.

Una composicion farmacéutica de la invencidén se formula para que sea compatible con su via de administracion
destinada. Ejemplos de vias de administracion incluyen administracion parenteral por ejemplo intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (es decir, tépica), transmucosa y rectal. Las
soluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los
componentes siguientes: un diluyente estéril tal como agua para inyectables, soluciéon salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenes; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tales
como acido etilendiaminotetracético (EDTA); tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el
ajuste de la tonicidad tales como cloruro sodico o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como
acido clorhidrico o hidroxido so6dico. La preparacion parenteral se puede introducir en ampollas, jeringuillas
desechables o viales multidosis de vidrio o de plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles (cuando sean hidrosolubles) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los transportadores adecuados incluyen
solucion fisiolégica salina, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida de modo que se
pueda introducir con facilidad en las jeringuillas. Debe ser estable en las condiciones de la fabricaciéon y
almacenamiento y debe conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y
hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, un
poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los mismos.
Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersién y por el uso de tensioactivos. La
prevencién de la acciéon de los microorganismos se puede conseguir mediante varios agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo parabenes, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro
sadico en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede efectuar incluyendo
en la composicion un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles mediante la incorporacion del compuesto activo en la cantidad
requerida en un disolvente adecuado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados en lo que antecede,
seglin se requiera, seguido por esterilizacién por filtracion. En general, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacion del compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros
ingredientes requeridos de los enumerados en lo que antecede. En el caso de los polvos estériles para la
preparacién de soluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacion son secado al vacio y
liofilizacion, que da un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una
solucién del mismo previamente filtrada para esterilizar. Las composiciones orales incluyen en general un diluyente
inerte o un vehiculo comestible. Se pueden encerrar en capsulas de gelatina, comprimidos oblongos o comprimir en
comprimidos. Para el fin de la administracién terapéutica oral, el compuesto activo se puede incorporar con
excipientes y usar en forma de comprimidos, trociscos o capsulas. Las composiciones orales también se pueden
preparar usando un vehiculo fluido para su uso como colutorio, en el que el compuesto en el vehiculo fluido se aplica
por via oral y se enjuaga y se expectora o se traga. Se pueden incluir como parte de la composicién compuestos de
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unién o materiales coadyuvantes farmacéuticamente compatibles. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y
similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un
aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa,
un agente disgregante tal como &cido alginico, Primogel, o almidéon de maiz, un lubricante tal como estearato de
magnesio o esteroles; un deslizante tal como didxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o
sacarina; o un agente aromatizante tal como menta piperita, salicilato metilico o sabor a naranja.

Para la administracion mediante inhalacion, los compuestos se liberan en forma de un pulverizador en aerosol a
partir de un recipiente o dispensado presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo un gas tal como
dioxido de carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por via transmucosa o transdérmica. Para la administracion
transmucosa o transdérmica, en la formulaciéon se usan penetrantes apropiados para la barrera que se va a permear.
En general, estos penetrantes se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosal,
detergentes, sales de bilis y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosa se puede conseguir
mediante el uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para administracion transdérmica, los compuestos activos
se formulan en ungientos, salvas, geles o cremas, como en general se conocen en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en forma de supositorios (p. ej., con bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para liberacion rectal.

En una forma de realizacién, los compuestos activos se preparan con transportadores que protegeran al compuesto
frente a la rapida eliminacion del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluidos implantes y
sistemas de liberacion microencapsulada. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como
acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicdlico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico.
Procedimientos pata la preparacion de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los
materiales también se pueden obtener comercialmente en Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las
suspensiones de liposomas (incluidos los liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales
frente a antigenos virales) también se pueden usar transportadores farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden
preparar de acuerdo con procedimientos conocidos para el experto en la técnica, por ejemplo como se describe en
la patente de Estados Unidos n.° 4.522,811.

En algunas realizaciones, las composiciones orales o parenterales se formulan en forma de unidad de dosificacion
para facilidad de administracion y uniformidad de la dosificacion. La forma de unidad de dosificacién como se usa en
la presente memoria descriptiva se refiere a unidades fisicamente pequefias adaptadas como dosificaciones
unitarias para el sujeto que se va a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociaciéon con el transportador farmacéutico requerido. La
especificacion para las formas de unidad de dosificacion de la invencion viene dictada y depende directamente de
las caracteristicas unicas del compuesto activo y del efecto terapéutico concreto que se debe conseguir y de las
limitaciones inherentes en la técnica de formar tal compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Las moléculas de acido nucleico de la invencidon pueden insertarse en vectores y usarse como vectores de terapia
génica. Los vectores de terapia génica se pueden administrara a un sujeto mediante, por ejemplo, inyeccion
intravenosa, administracion local (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.328.470) o por inyeccion
estereotaxica (véase, por ejemplo, Chen, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057) 3054-3057). La
preparacién farmacéutica del vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente
aceptable, o puede comprender una matriz de liberacion lenta en la que se adsorbe el vehiculo de administracion del
gen. Como alternativa, en los casos en que el vector de liberacion del gen completo se puede producir intacto a
partir de células recombinantes, por ejemplo, vectores retrovirales, la preparacion farmacéutica puede incluir una o
mas células que producen el sistema de liberacion del gen.

Se pueden preparar, si se desea, preparaciones de liberacion continua. Ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo,
en las que las matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Ejemplos
de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o
poli(alcohol vinilico)), polilactidas (patente de Estados Unidos n.° 3.773,919), copolimeros de &cido L-glutamico y
gamma-etil-L-glutamato, acetato de etilen-vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido
glicdlico tales como LUPRON DEPOT ™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-
acido glicdlico y acetato de leuprolida), y acido poli-D - (-) -3-hidroxibutirico. Mientras los polimeros como el acetato
de etilen-vinilo y el acido de acido glicélico lactico permiten la liberaciéon de moléculas durante mas de 100 dias,
ciertos hidrogeles liberan proteina durante periodos de tiempo mas cortos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un contenedor, envase o dispensador junto con instrucciones
de administracion.

La invencion se describira adicionalmente en los ejemplos siguientes, que no limitan el ambito de la invencion
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descrita en las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Identificaciéon de glucoproteinas en la membrana reactivas a HECA-452 sobre células
hematopoyéticas humanas

Se realiz6 un SDS-PAGE y analisis de transferencia de tipo Western del o los epitopo reactivos a HECA-452 en
proteinas de la membrana de varias lineas celulares hematopoyéticas humanas. Preparacion de las células

Se propagaron lineas celulares hematopoyéticas humanas (KG1a, HL6O, RPMI-8402 y K562) y la linea celular
endotelial de médula 6sea BMEC-1 (Candal et al, 1996) en RPM11640/10 % FBS/1 % penicilina—estreptomicina
(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY). Se aislaron blastos de leucemia circulantes en fresco mediante
centrifugacién con densidad de gradiente Ficoll-Hypaque (1,077-1,0800 g/ml) (ICN Biomedicals, Inc;, Aurora, OH)
de sangre periférica de pacientes en los que representaban >80 % de todos los leucocitos circulantes. Se extrajeron
células de médula 6sea normales de los cuerpos vertebrales de donantes de 6rganos de cadaver obtenidos con el
consentimiento de las familias y con la cooperacién del New England Organ Bank (Newton, MA). Las células
mononucleares de la médula 6sea se aislaron mediante centrifugacion por gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque (1, 077-1,0800 g/ml). Las células de la médula 6sea se separaron en subpoblaciones CD34+ y
linaje+/CD34- usando una columna de enriquecimiento de progenitores humanos para seleccion negativa
StemSepTM (Stem Cell Technologies, Inc., Vancouver, BC Canada) o, como alternativa, usando seleccion positiva
para células CD34+ o para otras subpoblaciones de médula 6sea (monocitos CD14+), granulocitos (CD15+), células
B (CD19+) o células T (CD3+)) mediante separacion por microesferas inmunomagnéticas (Milteny Bistec, Auburn,
CA) Las poblaciones celulares CD34+/CD44+, CD34+/CD44— y CD34—-/CD44+ se aislaron mediante clasificacién
celular en un aparato MoFlo (Cytomation) usando un anticuerpo monoclonal anti-CD34 (HPCA-2) (Beckton-
Dickinson) conjugado con fluorocromo y anticuerpo monoclonal anti-CD44 (Hermes-1) (regalo de la Dra. Brenda
Sandmaier, Fred Hutchinson Cancer Research Center).

SDS—PAGE y transferencias Western

Se aislaron preparaciones de membrana de HPC como se ha descrito previamente (Sackstein y Dimitroff, 2000).
Para el SDS-PAGE Yy la transferencia Western, las preparaciones de membrana se diluyeron en tampén de muestra
reductor y se separaron en geles SDS-PAGE 6-9 %. En los casos indicados, las proteinas de membrana también se
trataron con N-glucosidasa F (Roche Molecular Biomedicals) (8 U/ml durante 24 h) o neuraminidasa de Vibrio
Cholerae (Roche Molecular Biochemicals (0,1 U/ml H/H/Ca++ durante 1 hora a 37 °C) como se ha descrito
previamente (Sackstein y Dimitroff, 2000). Las proteinas de membrana resueltas se transfirieron a una membrana de
PVDF Sequi-blot™ (Bio-rad, Inc., Hercules, CA) y se bloquearon con PBS/Tween-20/20 %FBS durante 1 hora a 4
°C. Las transferencias se incubaron con anticuerpo monoclonal de rata HECA-452 (Pharmingen, San Diego, CA)
(1,2 pg/ml PBS) o anticuerpo monoclonal 4H10 anti-PSGL-1 (Genetics Institute) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se realizaron inmunotransferencias de control de isotipo con IgM de rata o IgG de ratén en paralelo para
evaluar las proteinas reactivas no especificas. Después de 3 lavados con PBS/0,1 % de Tween-20, las
transferencias se incubaron con anticuerpos IgM anti-rata de conejo conjugados con PA (1:400) o con IgG anti-raton
de cabra conjugados con PA (1:8000) segun el anticuerpo primario. Después se afadio el sustrato para PA, Western
Blue® (Promega, Madison, WI), para revelar las transferencias.

Como se ilustra en la Figura 1A, se detectaron numerosas y distintas bandas reactivas a HECA-452 en el SDS-
PAGE de la proteina de membrana aislada de células KG1a. A pesar de haber cargado 10 veces menos proteina de
membrana de KG1a que de proteina de membrana celular de HL60, RPMI-8402 o K562, las células KG1a contenian
marcadamente mas tincion de HECA-452 mostrada como varias bandas de la proteina componente. Solo se detecto
una amplia banda de aproximadamente 140 kDa en las células HL60, la cual corresponde a la especie de
monomero de PSGL-1 por inmunotransferencia (Figura 1A). No hubo proteinas de membrana reactivas a HECA-452
en las células RPMI-8402 o H562, aunque se detectd PSGL-1 en las transferencias Western de estas células
usando anticuerpo anti-PSGL-1, 4H10 (Dimitroff ef al., 2000). Este hallazgo sugirié6 que estas células carecian del
epitopo apropiado para la unién de HECA-452 y, como minimo, la especie de PSGL-1 de unién a E-selectina.

Ejemplo 2: Valoracién de la unién a E-selectina de células hematopoyéticas humanas en condiciones de
flujo de cizalladura bajo

Para examinar si la expresion de HECA-452 por lineas celulares hematopoyéticas humanas se correlaciona con la
actividad de ligando de E-selectina, se realizaron estudios en camara de flujo de placas paralelas para valorar la
unién a E-selectina en condiciones de flujo definidas.

Utilizando monocapas celulares

Se examinaron interacciones de adhesion mediadas por E-selectina, bajo tension de corte definida, entre
monocapas de células hematopoyéticas y suspensiones de células CHO-E (células de ovario de hamster chino
transfectadas con ADNc de longitud completa que codifica E-selectina humana) en flujo. Las construcciones de
CHO-E y de vector vacio (CHO-simulado) se mantuvieron en MEM 10 % PBS/ 1 % de penicilina/estreptomicina (Life
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Technologies, Inc.) y HAM's F-12 (Cellgro, Inc.) /5 %de FCS/1 % de penicilina/estreptomicina, respectivamente. Se
visualizo la adherencia y rodamiento de las células CHO-E sobre las monocapas de células hematopoyéticas en
tiempo real por microscopio con video usando la camara de flujo de placas paralelas. Antes de la experimentacion,
las células CHO-E se recogieron con EDTA 5 mM, se lavaron 2 veces en HBSS y se suspendieron a 1 x 10’/ml en
HBSS/10 mM HEPES/2 mM CaClz (H/H/CC).

Se prepararon grupos de control negativos mediante la adicion de EDTA 5 mM al tampon ensayo H/H (para quelar el
Ca++ requerido para la unién), tratando las células CHO-E con anticuerpos anti-E-selectina (clon 68-5H1 1;
Pharmingen) (10 pg/ml) o usando transfectantes de vectores vacios-CHO (células CHO simuladas). Para preparar
monocapas de células hematopoyéticas confluentes >90 %, se centrifugaron suspensiones de células (KG1a, HL60,
K562, o RPMI 8402) a 2 x 10%/ml en RPMI1640 sin bicarbonato Na/2 % de FBS en placas de 6 pocillos a 5 x
108/pocillo y después se fijaron con glutaraldehido al 3 %. Los grupos de aldehido reactivos se bloquearon en lisina
0, 2M, y las células sembradas se suspendieron H/H/Ca++. En paralelo, también se pretrataron las células con
neuraminidasa de Vibrio Cholerae (0,1 pg/ml H/H/Ca++ durante 1 hora a 37 °C) o con endopeptidasa O-
sialoglucoproteina (OSGE) (60 pg/ml H/H/Ca++ durante 1 hora a 37 °C; Accurate Chemicals, Westbury, NY),
respectivamente. Se colocaron monocapas de células en una camara de flujo de placas paralelas y se perfundieron
células CHO-E/simuladas dentro de la camara. Después de dejar que las células CHO-E o CHO-simuladas entraran
en contacto con las monocapas celulares, el caudal se ajustd para ejercer una tension de corte de 2, 8 dinas/cm?. El
numero de células CHO-E/simuladas en rodamiento sobre cada monocapa se midi6 en un marco de 5 campos
independientes a un aumento de 10X en multiples experimentos. Se realizé un minimo de 3 experimentos y los
resultados se expresaron como media + desviacion estandar.

Como alternativa, usando BMEC primarias humanas aisladas recientemente cultivadas como se ha descrito
previamente (Rafii et al., 1994), se sembraron BMEC de subcultivos de no mas de 5 pases a x 10° células/pocillo en
placas de 6 pocillos hasta llegar a 90-100 % de confluencia, se estimularon IL-1a (40 U/ml) durante 4 horas para
activar la expresion de E-selectina (cuya expresion se midi6 mediante analisis de citometria de flujo). Los cultivos
vivos se colocaron después en la camara de flujo de placas paralelas y se perfundieron las células hematopoyéticas
(107/ml en H/H/Ca++) en la camara sobre las BMEC. La adherencia y rodamiento de las células hematopoyéticas se
visualizo6 a 2, 8 dinas/cm?. Las BMEC no activadas con IL-1a y las BMEC activadas con IL-1a tratadas con 10 pg/ml
de anticuerpo monoclonal anti E-selectina (clon 68-5H11) sirvieron como controles para confirmar la especificidad de
la adhesion mediada por E-selectina. El rodamiento celular se cuantifico y se expres6 como se ha descrito
anteriormente.

Utilizando inmunoprecipitados Inmovilizados

Se inmunoprecipitdé CD44 de lisados celulares no tratados o de lisados tratados con N-glucosidasa-F (0,8 U/ml),
neuraminidasa de Vibrio Cholerae (0,1 U/ml) o una fucosidasa-L (80 mU/ml), y se inmunoprecipitdé PSGL-1 de
lisados celulares no tratados como se ha descrito previamente (Sackstein y Dimitroff, 2000; Dimitroff et al., 2000).

Los inmunoprecipitados de CD44 o PSGL-1 se transfirieron a placas de petri, se fijaron con glutaraldehido al 3 % y
se incubaron en lisina 0,2M para bloquear los grupos aldehido no reactivos, y posteriormente la union inespecifica
se previno incubando en FBS al 100 % durante 1 hora a temperatura ambiente. Los puntos fijados se trataron
también con neuraminidasa de Vibrio cholerae (en medio de ensayo 0,1 U/ml), que se colocé cubriendo los puntos y
se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Los placas con las proteinas se colocaron en la camara de flujo de placas
paralelas y se perfundieron en una camara (2 x 10%/ml H/H/Ca++) células CHO-E, CHO-P (CHO transfectadas
establemente con ADNc humano que codifica selectina-P de longitud completa), células CHO-P tratadas con
anticuerpo monoclonal anti-selectina-P con funcién de bloqueo (clon AK-4; Pharmingen) (10 pg/ml), células CHO-E
tratadas con anticuerpos anti-E-selectina con funcién de bloqueo (10 pg/ml) (clon 68-5H1 1) o transfectantes falsos,
a un caudal de 0,2 ml/min hasta que las células contactaron con el sustrato. Después, el caudal se aumentd hasta
alcanzar una tension de corte de 2, 8 dinas/cm?. Se determind la frecuencia de las células rodando por campo de
aumento 100x, y los datos se expresaron como media + desviacion estandar de 8 campos visualizados de un
minimo de 3 experimentos.

Se observé la adherencia y rodamiento de células de ovario de hamster chino que expresan niveles altos de E-
selectina (CHO-E) en monocapas de células KG1a y HL60 fijadas con glutaraldheido a 2,8 dinas/cm? (Figura 1B).
Las células CHO transfectadas de forma simulada (CHO-simuladas) no mostraron rodamiento. El rodamiento de las
células CHO-E fue 2 veces mayor sobre las células KG1a que sobre las células HL60 y se inhibi6 completamente
afadiendo EDTA 5 mM al medio de ensayo, preincubando las células CHO-E con anticuerpos anti-E-selectina o
pretratando las células KG1a o HL60 con neuraminidasa de Vibrio cholerae (que elimina los acidos sialicos
terminales). No hubo actividad de ligando de E-selectina en las lineas celulares RPMI-8402 y K562, cuyas proteinas
de membrana no contienen epitopos HECA-452. Sorprendentemente, la actividad de ligando para E-selectina de las
células KG1a y HL60 no se inhibi6é incubando las células con HECA-452 a 50 pg/ml y no se elimind mediante
pretratamiento con OSGE (Figura 1B), aunque la bioactividad de OSGE se confirmé mediante desaparicion del
epitopo OSGE-sensible, QBEND-10, en las células CD34 KG1a medido por citometria de flujo.

Para analizar la interaccion entre HPC humanas y E-selectina expresada naturalmente en células de importancia
fisiologica, se utilizaron células endoteliales de la microvasculatura de la médula ésea aisladas en fresco (BMEC).
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En condiciones de flujo de cizalladura fisiologicas, se observo rodamiento de células KG1a y HL60 sobre monocapas
vivas de BMEC activadas con IL-1a. Coherente con los resultados de los experimentos con células CHO-E para
evaluar la actividad de ligando de E-selectina de HPC, las células KG1a poseian una capacidad para rodar sobre E-
selectina en BMEC activadas con IL-la 4 veces mayor que HL60, mientras que las células RPMI-8402 y K562
poseian una minima actividad de ligando de E-selectina (Figura 2). Las actividades de ligando para E-selectina de
las células KG1a y HL60 no se observaron sobre BMEC activadas con IL-1a ni sobre BMEC activadas con IL-1a
tratadas con un anticuerpo monoclonal anti-E-selectina con funcion de bloqueo.

Ejemplo 3: Evaluacién de ligandos de glucoproteinas para E-selectina de células hematopoyéticas humanas
usando un ensayo de rodamiento con transferencia

Para examinar la actividad de ligando de E-selectina de todas las proteinas de membrana de KG1a reactivas a
HECA-452, se evaluaron las interacciones entre células enteras que expresan selectina y proteinas inmovilizadas en
transferencias Western en condiciones de flujo de cizalladura (Dimitroff et al., 2000).

El ensayo de rodamiento por transferencia se realizd como se ha descrito previamente (Dimitroff et al., 2000).
Brevemente, se aislaron transfectantes de CHO-E, CHO-P o CHO-simuladas como se ha descrito anteriormente, se
lavaron 2 veces con HBSS y se suspendieron a 10’/ml en HBSS/HEPES 10 mM/CaCl. mM (H/H/Ca++) /glicerol al
10 %. Las transferencias Western de preparaciones de membranas HPC tefiidas con HECA-452 se volvieron
transparentes incubando en H/H/Ca++/glicerol al10 %. Las transferencias se colocaron después en la camara de
flujo de placas paralelas, y se perfundieron los transfectantes CHO (2 x 10%/ml) en la camara. Después de dejar que
las células entraran en contacto con las membranas de transferencia, se ajusté el caudal para ejercer una tension de
corte de 3, 8 dinas/cm?. Se consider6 la viscosidad del medio de ensayo con glicerol al 10 % para calcular los
valores de tension de corte. El niumero de células en rodamiento sobre cada region de bandas y entre bandas
inmunotefidas se cuantificé con un aumento de 100x dentro de cada campo de visidbn en un monitor de video
usando marcadores de peso molecular (Kaleidoscope Molecular Weight Markers, Bio-Rad Lab.; véase Blue® de
Novex, Inc.) como guias para ayudar a alinear y visualizar los pesos moleculares aparentes de las proteinas de
interés. Se realizé un minimo de 3 experimentos y los resultados se expresaron como media + SD de células en
rodamiento/campo de 100x aumentos. Se prepararon controles negativos mediante la adicion de EDTA 5 mM al
tampon de ensayo CHO-E H/H para quelar el Ca++ necesario para la union, pretratando las células CHO-E con
anticuerpos anti E-selectina (clon 68-5H1 1; 10 ug/ml) o valorando la capacidad de las células CHO-simuladas para
interaccionar con las proteinas inmovilizadas.

Se observo actividad de ligando para E-selectina en las bandas tefiidas con HECA-452 en 100, 120, 140, 190 y 220
kDa, pero no a 74 kDa (Figura 3A). Los transfectantes CHO-simuladas no mostraron interacciones con ninguna
banda. Se demostro la especificidad de E-selectina mediante la eliminaciéon del rodamiento de las células CHO-E en
presencia de EDTA 5 mM o anticuerpos anti—-E-selectina con funciéon de bloqueo. En las células HL60, el
rodamiento de CHO-E se observé solamente sobre la amplia banda de 145 kDa tefiida con HECA-452 (por ejemplo,
PSGL-1/CLA). Para determinar si los determinantes de union a E-selectina residen en los N-glicanos, la proteina de
membrana de KG1a se traté con N-glucosidasa-F. Las proteinas Des-N-glucosiladas se separaron por SDS-PAGE y
se analizaron para determinar la reactividad con HECA-452 y la actividad de ligando para E-selectina. El tratamiento
con N-glucosidasa-F disminuyé marcadamente la tincion con HECA-452 (Figura 3B) y suprimié6 completamente el
rodamiento de células CHO-E sobre todas las proteinas en la membrana, indicando que en las células KG1a todos
los determinantes de glucoproteinas para la unién con E-selectina estan expresados exclusivamente en los N-
glicanos.

Ejemplo 4: Identificacion y caracterizacion de HCELL

Se sigui6 la expresion de epitopos HECA-452 en la proteina de membrana de 98 kDa de KG1a después de
escisiones secuenciales de los geles SDS-PAGE con diferentes porcentajes de acrilamida. Después de cada ronda
de purificacion con SDS-PAGE, la proteina de 98 kDa mantenia su capacidad de sostener el rodamiento de linfocitos
en ensayo de flujo hidrodinamico basada en transferencias. Después de tres rondas de purificacion con SDS-PAGE,
se detect6é una tenue banda a ~190 kDa tefiida con HECA-452, ademas de la banda de 98 kDa, lo que sugiere que
alguna agregaciéon de la proteina de 98 kDa puede haberse producido en el procedimiento de aislamiento. El
fragmento de gel de 98 kDa tefiido con azul Coomassie se sometié a analisis por espectrometria de masas de
fragmentos de péptidos digeridos con tripsina. El mapa del péptido primario correspondia con el de la forma
estandar de CD44, que previamente de habia mostrado que se expresaba en células KG1a. Usando anticuerpos
monoclonales frente a CD44 (A3D8 IgG de ratéon, o Hermes-1 IgG de rata) junto a HECA-452, los inventores
realizaron inmunotransferencia de la banda de 98 kDa purificada después del tercer aislamiento del gel con HECA-
452, A3D8 o Hermes-1 (Figura 8). Cada anticuerpo detect6 la especie de 98 kDa asi como la débil banda a ~190
kDa, que se piensa que representa proteina agregada. La correlacién entre los anticuerpos monoclonales HECA-452
y anti-CD44 indicaba que la glucoforma de CD44 en KG1a contiene el o los determinantes de carbohidratos HECA-
452,

Para distinguir la banda PSGL-1/CLA celular de KG1a de otras bandas reactivas, las transferencias de PSGL-1 y de
otras proteinas de membrana de KG1a purificados por inmunoafinidad se sometieron a inmunotincion con HECA-
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452 o con anti-PSGL-1 (Figura 3C). Las células KG1a expresan las isoformas monomérica y dimérica de PSGL-1,
representadas por las proteinas reactivas a HECA-452 de 140 y 220 kDa (Figura 3C). Asi, las bandas a 100, 120 y
190 kDa reactivas a HECA-452 que sostienen el rodamiento de células CHO-E, correspondian a proteinas no-
PSGL-1.

Para determinar si las modificaciones de CD44 de tipo N-glicano especificas confieren actividad de ligando para E-
selectina, se evaluaron CD44 purificados por inmunoafinidad de proteinas de KG1a para comprobar su capacidad de
actuar como ligando para E-selectina en ensayos de rodamiento por transferencia. Como se muestra en la figura 3D,
CD44 de KG1a mostro reactividad frente a HECA-452 y poseia actividad de ligando para E-selectina. El tratamiento
de CD44 con N-glucosidasa-F redujo marcadamente la reactividad a HECA-452 y suprimié6 completamente el
rodamiento de células CHO-E (Figura 3D). La inmunoprecipitacion exhaustiva de CD44 (3 rondas) tuvo como
resultado la desaparicion de la molécula de CD44 tedible a 100 kDa (inmunotransferencia de Hermes-1 e
inmunotransferencia de HECA-452) y de toda la actividad de ligando para E-selectina en las bandas de 100 kDa y
190 kDa (Figuras 4A y 4B). Ademas, se produjo una disminucion del 55 % en la actividad de ligando para E-
selectina en la banda de 120 kDa después de tres rondas de inmunoprecipitacién (Figura 4B). Notablemente, no
hubo diferencias en la tincion con HECA-452 ni en la actividad de ligando para E-selectina de la especie
monomeérica de PSGL-1 de 140 kDa después de la retirada de CD44.

Para explorar adicionalmente la actividad de ligando a E-selectina de CD44, los inventores inmunoprecipitaron
directamente CD44 de lineas celulares hematopoyéticas humanas y analizaron la unién de las células CHO-E en la
camara de flujo de placas paralelas. Mientras que el CD44 aislado de lineas celulares hematopoyéticas humanas
HL60, K562 y RPMI 8402 no sostuvo ningin rodamiento de células CHO-E, CD44 de KG1a exhibi6 actividad de
ligando para E-selectina en un rango de flujo. Significativamente, se observé mayor rodamiento sobre CD44 de
KG1a no tratada, que sobre CD44 KG1a tratada con N-glucosidasa-F, sobre CD44 KG1a tratada con L-fucosidasa,
sobre proteina de membrana de KG1a tratada con neuraminidasa de Vibrio Cholerae o inmunoprecipitados con Ac
isotipo (control) (Figura 5A). Ademas, comparado con una cantidad equivalente molecular de inmunoprecipitado
KG1a PSGL-1, CD44 mostr6 marcadamente mayor actividad de ligando para E-selectina a 2,8 dinas/cm? (p< 0,001)
(Figura 5A). Sin embargo a una tension de corte menor, de 0, 6 dinas/cm?, el rodamiento de células CHO-E sobre
PSGL-1 fue equivalente al de CD44. Estos datos sugieren que PSGL-1 y CD44 tienen contribuciones solapadas
para la unién a E-selectina que se superponen a una tension de corte baja, pero el enlace de CD44 a E-selectina
predomina a tensién de corte fisiolégica mas alta. Hay que hacer notar que células CHO transfectadas con selectina-
P rodaron sobre PSGL-1 de KG1a, pero no sobre CD44KG1a, indicando que CD44 no es un ligando para selectina-
P (Figura 5B). En todos los experimentos, células CHO control negativas (transfectantes CHO falsos y células CHO-
E o CHO-P tratadas con AcsMo anti-E-selectina o anti-P-selectina, respectivamente bloqueantes de funcién) no
entraron en contacto ni rodaron sobre ninguna de las proteinas.

Para determinar si el CD44 expresado de forma natural en HPC funciona como un ligando de E-selectina,
investigamos la distribucion de reactividad HECA-452 y la actividad de ligando para E-selectina de CD44 expresadas
en células inmaduras de médula ésea humana CD34+ y mas maduras (CD34-/linea+) (incluyendo poblaciones
enriquecidas para monolitos (CD14+), granulocitos (CD15+), y linfocitos (células B (CD19+) y células T (CD3+).
Sorprendentemente, aunque los inmunoprecipitados de KG1a con Hermes-1 en SDS-PAGE revelaban 3 bandas
(100, 120 y 190 kDa), solo se inmunoprecipitdé una banda simple de 100 kDa con CD44 tefiida con HECA-452 de las
células CD34+ y que funcion6 como ligando para E-selectina (Figura 6A). Se obtuvieron resultados similares si las
células CD34 se enriquecian por seleccién negativa o seleccién positiva. Se utilizé incluso proteina de membrana de
células de linea + 10 veces en exceso para inmunoprecipitacion con CD44, y todavia no se obtuvo ni tincion de
CD44 con HECA-452 ni actividad de ligando de CD44 para E-selectina (Figura 6A). Ademas, inmovilizados en
plastico; solo los inmunoprecipitados de células CD34+/CD44+ sostuvieron el rodamiento de células CHO-E
mientras que el inmunoprecipitado con CD44 de células CD34- no poseia ninguna actividad de ligando para E-
selectina.

Para analizar mejor la expresion y estructura del CD44 reactivo a HECA-452 en las células hematopoyéticas
humanas, se evalu6 la expresién de HCELL en blastos leucémicos nativos. Se detectaron cuatro bandas tefiidas con
HECA-452 (74, 100, 140 y 190 kDa) en blastos de leucemia mieloide aguda (LMA) (subtipo M5) (Figura 6B). La
tincion con HECA-452 se eliminé por completo en la region de 100 kDa después del tratamiento con N-glucosidasa-
F, mientras que las bandas de 74 y 140 kDa tenian una tincién persistente y la banda de 100 kDa se tifié a un peso
molecular aparentemente mas reducido (Figura 6B). Cuando el inmunoprecipitado de CD44 de proteina de
membrana de LMA (M5) se traté con N-glucosidasa-F, la reactividad con HECA-452 asi como la actividad de ligando
para E-selectina se abolieron completamente. De forma similar al inmunoprecipitado de KG1a con CD44, CD44 de
LMA (M5) mostré una isoforma menor a 120 kDa detectada con HECA-452, pero la banda principal y proteina activa
biologicamente fue la isoforma de 100 kDa de CD44. También se inmunoprecipitdé CD44 de blastos de LMA
indiferenciada (M0), una LMA con maduracién (M1) y una forma atipica de leucemia mieloide crénica (LMC)
(BCRIABL-). Hay que hacer notar que la expresion de epitopos reactivos a HECA-452 en el inmunoprecipitado de
CD44 se correlacionaba directamente con la capacidad de sostener el rodamiento de células CHO-E (Figura 6D). La
expresion de CD44 (AcMo Hermes-1) en estas leucemias fue equivalente (>90 % células positivas tefiidas para
citometria de flujo), lo que indica ademas que la capacidad para interaccionar con E-selectina dependia de la
elaboracion de glucosilaciones reactivas para HECA-452. Ademas, dado que CD44 se expresa también en células
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no hematopoyéticas, analizamos CD44 expresado en la linea celular de endotelio de médula 6sea humana BMEC-1.
Aunque BMEC-1 expresaba niveles de CD44 altos (Figura 6E), el CD44 de estas células no tenia reactividad HECA-
452 y no poseia ninguna actividad de ligando para E-selectina (Figura 6D).

Ejemplo 5: Valoracion de ligandos de glucoproteinas para L-selectina de células hematopoyéticas humanas
usando un ensayo de rodamiento con transferencia

Las preparaciones de membranas tefidas con HECA-452 A3D8 o Hermes—1 se volvieron transparentes incubando
en H/H/Ca++/glicerol al10 %. Para estudiar las interacciones de adherencia mediadas por la L-selectina, las
transferencias se colocaron en camara de flujo de placas paralelas y los linfocitos se perfundieron en la camara a
una tension de corte de 2,3 dinas/cm? y las interacciones de adherencia celular se observaron mediante microscopia
con video y se analizaron en tiempo real.

Se cuantificé el niumero de linfocitos rodando sobre y entre las regiones de bandas en 5 campos diferentes bajo un
aumento de 200x en un monitor de video, utilizando marcadores de peso molecular como guias para alinear y
visualizar las proteinas de interés. Se prepararon controles negativos afiadiendo EDTA 5 mM al tampén de ensayo
de los linfocitos para quelar el Ca++ requerido para la unién, usando linfocitos tratados con PMA (50 ng/ml, el cual
induce el desprendimiento de L-selectina (Oxley, S.M. y Sackstein, R. (1994). Blood. 84: 3299-3306), o tratando los
linfocitos con AcsMo anti-L-selectina 810 pug/ml) para bloqueo funcional para verificar la intervencion exclusiva de L-
selectina.

Se perfundieron los Transferencias Western de proteinas de membrana de KG1a tefiidos con HECA-452 (Oxley,
S.M. & Sackstein, R. (1994). Blood. 84: 3299-3306, Sackstein, R., Fu, L. y Allen, K.L. (1997) Blood. 89: 2773-2781)
sobre las membranas para evaluar la actividad de ligando para L-selectina sobre las bandas separadas
inmunotefidas. Se observo contacto y rodamiento de los linfocitos dependiente de flujo (a fuerza de cizalla de 2, 3
dinas/cm?) sobre las bandas tefiidas con HECA-452 de 98, 120 y 130 kDa que fue dependiente de L-selectina. Para
confirmar que el contacto y rodamiento dependiente de flujo de los linfocitos era dependiente de L-selectina, el
experimento también se realizd en presencia de EDTA 5 mM, y pretratando los linfocitos con anticuerpos
monoclonales bloqueantes anti-L-selectina o PMA (Figura 7D). No se demostrd ninguna actividad de ligando para L-
selectina en ninguna de las zonas de la membrana no tefiidos con HECA-452 (Figura 7D). La banda de 98 kDa
tefiida con HECA-452 mostraba la mayor actividad de ligando para L-selectina (tanto como 6 veces mas alta
comparado con las otras bandas), y esta banda es también la principal proteina portadora de N-glicanos expresada
en células KG1a (La figura 7C). Varias de las bandas reactivas a HECA-452 no poseian actividad de ligando para L-
selectina, sugiriendo las modificaciones estructurales asociadas a estas proteinas a estas proteinas reactivas a
HECA-452 no eran suficientes para la actividad de ligando para L-selectina. La actividad de ligando para L-selectina
estaba ausente en los Transferencias Western de proteinas de membrana de HL60, K562 y RPMI 8402, a pesar de
la evidencia de bandas reactivas a HECA-452. La tincion con HECA-452 no interfiri6 con la adherencia de linfocitos
mediada por L-selectina a proteinas relevantes de KG1a inmovilizadas en ensayos de las transferencias Western de
flujo hidrodinamico.

Ejemplo 6: Actividad de ligando para L-selectina del CD44 de KG1a CD44 inmunoprecipitado (HCELL)

Las inmunotransferencias de CD44 KG1a en lisado celular total de células KG1a usando el AcMo Hermes-1
mostraron una banda de 98 kDa, asi como bandas de 120 y 130 kDa las cuales pueden reflejar las isoformas que
previamente se designaban CD44R2 y CD44R1, respectivamente (figura 9) (Dougherty, G.J., Lansdorp, P.M.,
Cooper, D.L. y Humphries, R.K. (1991). J. Exp. Med. 174:1-5). Una sefal débil a 190 kDa que se detectd con
Hermes-1y A3D8, la cual puede reflejar una forma condroitin sulfato de CD44 modificada (Figura 9) (Jalkanen, S.T.,
Jalkanen, M., Bargatze, R., Tammi, M., y Butcher, E.C. (1988). J. Immunol.141: 1615-1623). Para analizar si esta
glucoforma de CD44 exhibia actividad de ligando para L-selectina, se inmunoprecipitdé KG1a CD44 de células KG1a
con AcMo Hermes-1 y luego se realizaron ensayos de rodamiento con transferencia sobre inmunotransferencias de
CD44 tenidos con Hermes-1 o con HECA-452. Sorprendentemente, el CD44 inmunoprecipitado con Hermes-1 que
luego se inmunotifid con Hermes-1 solo mostro las especies de 98 kDa y 190 kDa, pero no las especies de 120 y
130 kDa. Por otro lado, CD44 inmunoprecipitado con Hermes-1 que se inmunotifi6 con HECA-452 ilustré no solo las
especies de 98 kDa, sino también las especies de 120, 130 y 190 kDa (Figura 9). En todos los casos sin embargo,
solo la proteina de 98 kDa reactiva a HECA-452, reactiva a Hermes-1 sostuvo interacciones ligando para L-selectina
(Figura 9).

Ejemplo 7: Dependencia de N-glucosilacion para la actividad de ligando de L-selectina y para la
inmunodeteccion mediante HECA-452

Para examinar la dependencia de la actividad de ligando a L-selectina de la N-glucosilacién, la inmunoprecipitacion
de KG1a CD44 con Hermes-1 se realiz6 también en proteinas de membrana KG1a pretratadas con N-glucosidasa-F.
Como se representa en la figura 10A, el tratamiento con N-glucosidasa-F elimin6é por completo la tincion con HECA-
452 de la especie de 98 kDa y aboli6 todo el contacto y rodamiento de los linfocitos sobre la transferencia mediado
por L-selectina. Se evalud la actividad de ligando de todos los intervalos de peso molecular en la muestra tratada
con N-glucosidasa-F y se observé algun cambio en el peso molecular con la des-N-glucosilacién de la glucoproteina.
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Después de la des-N-glucosilacion no hubo bandas que demostraran la actividad de ligando para L-selectina.

Para analizar adicionalmente la actividad de ligando para L-selectina de CD44, se realizaron ensayos de Stamper-
Woodruff usando inmunoprecipitados de células KG1a inmunoprecipitadas con CD44 o con control de isotipo(IgG de
rata) que fueron colocados sobre portaobjetos como se ha descrito (Sackstein, R. & Dimitroff, C.J. (2000). Blood. 96,
2765-2774). Sirvieron como controles negativos los experimentos utilizando CD44 tratado con neuraminidasa de
Vibrio cholerae, linfocitos tratados con AcMo anti-L-selectina (HRL-1 para linfocitos de rata; LAM1-3 para linfocitos
humanos), o coincubacion con EDTA 5 mM. Inmunoprecipitado, KG1a CD44 mantuvo la adherencia de los linfocitos
mediada por L-selectina (362 + 15 células unidas/campo, contados 5 campos, 3 portaobjetos por experimento, 2
experimentos), mientras que no se observd unidon con inmunoprecipitado con control de isotipo o con
inmunoprecipitado de KG1a CD44 tratado con neuraminidasa o tratamientos con EDTA/anti-L-selectina (<10
células/campo). HECA-452 no bloqued la adherencia de los linfocitos a CD44 aislado de KG1a, células intactas
KG1a o proteinas de membrana de KG1a, a pesar de concentraciones tan altas como 100 pug/ml. Estos resultados
corroboraron y confirmaron los datos de los estudios con la camara de flujo de placas paralelas descritos
anteriormente.

Ejemplo 8: KG1a CD44 (HCELL) funciona como un ligando de L-selectina en células hematopoyéticas
humanas aisladas recientemente

La actividad de HCELL en las células mononucleares normales de la médula ésea se examiné mediante ensayos de
de Stamper-Woodruff de poblaciones separadas de células CD34+/CD44+, CD34+/CD44-, CD34-/CD44+ y CD34-
/CD44-. La actividad HCELL estaba ausente en todos los subtipos CD44-, pero estaba presente en mas del 80 % de
células CD34+/CD44+ y solo ~1 % de células CD34-/CD44+. Dado que los estudios bioquimicos de CD44 en células
de médula 6sea CD34+ humanas normales estaban limitados por las dificultades para adquirir cantidades suficientes
de células para dichos andlisis, se examiné la actividad HCELL de CD44 aislada de blastos en los que se conocia la
expresion de HCELL (Sackstein, R. & Dimitroff, C.J. (2000). Blood. 96, 2765-2774). Se analizaron blastos de 11
leucemias: nueve mieloides (dos indiferenciadas (MO), dos sin maduracién (M1), una con maduracién (M2), dos
mielomonociticas (M4) y dos monociticas (M5)), una linfocitica aguda (pre-B) y una bifenotipica. Con excepcion de
una MO, todos los blastos mostraron actividad HCELL. Se analizé la actividad de ligando para L-selectina de CD44
aislado de blastos de cinco de las leucemias descritas arriba: una MO con carencia de actividad HCELL y las otras
con actividad HCELL (la leucemia bifenotipica, la otra MO, una M4, y una M5). En pruebas de rodamiento de
transferencia de proteina de membrana total, se observé contacto y rodamiento de linfocitos sobre la banda de 98
kDa en todas las leucemias que expresaban HCELL, pero no se observd rodamiento sobre ninguna proteina de
membrana en la MO con ausencia de actividad HCELL. Se inmunoprecipité CD44 de cada una de estas células, y,
similar a CD44 de KG1a, la isoforma predominante fue una especie de 98 kDa. Un ejemplo representativo de estos
datos, de una leucemia M4, se muestra en la Figura 10B. Se verifico el requerimiento de estructuras N-glucosiladas
en CD44 para la reactividad HECA-452 y la actividad de ligando para L-selectina mediante pretratamiento de las
proteinas de membrana de las leucemias con N-glucosidasa-F (figura 10B). A la inversa, aunque los blastos MO
HCELL (-) poseian CD44 equivalente a aquellos especimenes de leucemia HCELL (+) (como se determin6 por
citometria de flujo y por transferencia Western usando el Ac Hermes-1), el CD44 de estas células no fue reactivo con
HECA-452 y no exhibia actividad de ligando para L-selectina. En conclusion, estas observaciones indicaban que la
glucoforma de CD44 que exhibe actividad HCELL no era una caracteristica exclusiva de la linea celular KG1a, sino
gue representaba una modificacion fisiolégica de CD44 presente en blastos de algunos subtipos de leucemias. Estas
observaciones afiadieron mas evidencia al componente de N-glicanos expresados en CD44.

Ejemplo 9: La actividad del ligando de L-selectina de KG1a CD44 es independiente de sulfatacion.

Para determinar si CD44 esta sulfatado en las células KG1a, se marcaron células en cultivo KG1a metabdlicamente
con [¥S]-S04. El inmunoprecipitado CD44 de estas células estaba de hecho sulfatado (Figura 11A). Para probar si la
sulfatacion era critica para la actividad de ligando para L-selectina de CD44, se pretrataron células KG1a con
bromelina al 0,1 %, una proteasa que elimina toda la actividad HCELL de KG1a (Sackstein, R. & Dimitroff, C.J.
(2000). Blood. 96, 2765-2774) y también elimina CD44 de la superficie celular (Hale, L.P. y Haynes, B.F. (1992). J.
Immunol 149: 3809-3816). Después de la digestion con bromelina, la reexpresion de HCELL requiere sintesis
proteica de novo, y la proteina sintetizada en presencia de clorato (un inhibidor metabdlico de proteina y de
sulfatacion de carbohidratos) no esta sulfatada (Sackstein, R., Fu, L. y Allen, K.L. (1997). Blood. 89: 2773-2781). Por
lo tanto, se trat6 KG1a con bromelina y se confirmo la eliminacién de CD44 por citometria de flujo. Las células KG1a
se cultivaron en ausencia o presencia de clorato sédico 10 mM durante 24 horas y las células se radiomarcaron
metabolicamente durante las Gltimas 8 horas de incubacion con [*®S]-SO4 en medio CRCM-30 deficiente en sulfato.
Como se ilustra en Figura 11A, la incorporacion de [*°S]-SO4 en el inmunoprecipitado CD44 (Hermes-1) se inhibio
completamente en las células tratadas con clorato. Este efecto del clorato fue especifico para la incorporacién de
sulfato y no una inhibicion general de la sintesis de la proteina CD44, ya que el radiomarcaje metabdlico [*®S]-
metionina/cisteina de CD44 fue idéntico en las poblaciones celulares tratadas y no tratadas con clorato.

Se realizaron después ensayos de rodamiento de transferencia sobre CD44 inmunoprecipitado de células control y

tratadas con clorato. Se comprob6 la actividad de ligando para L-selectina de CD44 sulfatado y no sulfatado (figura
11B). Estos datos experimentales confirmaron los resultados de nuestros estudios previos que demuestran la
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independencia de sulfatacion de la actividad de HCELL (Sackstein, R., Fu, L., y Allen, K.L. (1997). Blood. 89: 2773-
2781). Sorprendentemente, no se evitd el reconocimiento de CD44 libre de sulfato por HECA-452 (Figura 11B).
Estos datos muestran que la sulfatacion no era una caracteristica critica para que el epitopo CD44 de KG1a sea
reconocido por el anticuerpo monoclonal HECA-452.

Ejemplo 10: Actividades diferenciales de unién a L-selectina de ligandos de L-selectina de células
hematopoyéticas humanas, HCELL y PSGL-1.

A. Métodos generales

Células, Anticuerpos y Enzimas

Las lineas celulares hematopoyéticas humanas KG1a (leucémica mieloide, HCELL+/PSGL-1+), HLB0 (leucemia
promielocitica, HCELL-/PSGL-1+, RPMI 8402 (leucemia linfocitica, HCELL-/PSGL-1+) y K562 (leucemia eritrocitica,
HCELL-/PSGL-1-), y blastos circulantes de una leucemia mieloide aguda (LMA) sin maduracién (M1) de novo
(HCELL+/PSGL-1+) se mantuvieron en RPMI-1640/FBS al 10 %/Penicilina-Estreptomicina 1 % (Life Technologies,
Inc). Las células de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas con ADNc de longitud completa que codifica
selectina-P (CHO-P; clon E4l) y CHO-vector vacio (CHO-simuladas) se obtuvieron de Robert C. Fuhlbrigge (Harvard
Medical School), y se mantuvieron en MEM/FBS al 10 %/penicilina-estreptomicina al 1 % (Life Technologies, Inc.) y
HAM's F-12/Glutamina 5 mM/FCS al 10 %/penicilina-estreptomicina al 1 %. Se prepararon linfocitos humanos
(PBMC) a partir de sangre total como se ha descrito previamente (Oxley, S.M. y Sackstein, R. (1994) Blood 84 (10),
3299-3306). Linfocitos de conducto toracico de rata (TDL) que expresan niveles altos de L-selectina, que funciona de
forma idéntica a la L-selectina de linfocito humano, se obtuvieron por canulacion del conducto toracico de la rata
como se ha descrito previamente (Oxley, S.M. y Sackstein, R. (1994) Blood 84 (10), 3299-3306). Se prepararon
neutréfilos humanos de sangre periférica total, recolectados en tampon citrato acido/dextrano al 0,6 % y se dejaron
separar los hematies por gravedad durante 30 minutos a Temperatura ambiente. El plasma rico en leucocitos se
diluyé 1:1 en PBS sin Ca++/Mg++ y los granulocitos se separaron mediante centrifugacion por gradiente con Ficoll-
Hypaque (1,077-1,0800 g/ml). Para destruir los hematies residuales en los sedimentos celulares, las células fueron
expuestas a una solucion hipotonica durante 30 segundos y después neutralizado con NaCl hipertonico. Este
procedimiento dio como resultado un enriquecimiento de granulocitos>98 %. Los blastos leucémicos de un paciente
con una leucemia mieloide aguda sin maduracién (M1) se aislaron de la sangre periférica mediante centrifugacion
por gradiente con Ficoll-Hypaque (1,077-1,0800 g/ml).

El anticuerpo monoclonal anti-PSGL-1 PL-1 y PL-2, y los anticuerpos anti-CD45-FITC y anti-CD34 QBEND se
adquirieron en Coulter-immunotech, Marsella, Francia. El anticuerpo monoclonal anti-PSGL-1 PSL-275 fue un regalo
del Dr. Ray Camphausen (Genetics Institute, Cambridge, MA). Los anticuerpos anticuerpo monoclonal anti-sialil
Lewis X (CSLEX-1), anti-CD44 (clon L178) y anti CD43 se compraron de Beckton Dickinson, San Jose, CA. El
anticuerpo monoclonal anti-CD Hermes-1 (IgG2a de rata) fue caracterizado originalmente por Jalkanen et al.
(Jalkanen, S.T., Bargatze, R.F., Herron, L.R. y Butcher, E.C. (1986) Eur. J. Immunol. 16, 1195-1202). Anticuerpo
monoclonal de rata anti-CLA humano (HECA-452), anti-selectina-L de rata (HRL-1; anticuerpo bloqueante de union),
anti-selectina-P humana (clon AK-4) y anti-selectina L humana (LAM1-3) se compraron a Pharmingen, San Diego,
CA. Todos los anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos y los controles de isotipo se obtuvieron de
Zymed, San Francisco, CA.

OSGE se compro de Accurate Chemicals, Westbur y, NY y la neuraminidasa de Vibrio cholerae y la N-glucosidasa-F
se obtuvieron de Roche Molecular Biochemicals, Indiandpolis, IN. La metaloproteasa de veneno de cobra,
mocarhagin (Spertini, O., Cordey, A.S., Monai, N., Giuffre, L. y Schapira, M. (1996) J.Cell Biol. 135 (2), 523-531; De
Luca, M., Dunlop, L.C., Andrews, R.K., Flanner y, J.V., Ettling, R., Cumming, D.A., Veldman, G.M. y Berna, M.C.
(1995) J. Biol. Chem. 270 (45), 26734-26737), fue un regalo del Dr. Ray Camphausen (Genetics Institute,
Cambridge, MA). El inhibidor metabdlico, tunicamicina, y otros compuestos quimicos se adquirieron en Sigma, Inc.
(St. Louis, MO).

Analisis por citometria de flujo

Se realizd un analisis por citometria de flujo en las CH humanas utilizando métodos de tincion por
inmunofluorescencia directa e indirecta. Todas las células utilizadas para estos experimentos se lavaron dos veces
con PBS/FBS al 2 %, se suspendieron a 10’/ml de PBS/FBS al 1 %. Los anticuerpos primarios, anti-CLA, -CD15s, -
CD34, -CD43, -CD44, -CD62L, -PSGL-1 (PSL-275, y PL-1) junto con los controles de isotipo apropiados se
incubaron en hielo con las células durante 30 minutos. Después de 2 lavados con PBS/FBS al 2 %, las células se
resuspendieron en PBS/FBS al 1 % y se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados
con fluorocromo (2 pl) durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron dos veces con PBS/FBS al 2 %, se
resuspendieron en PBS y se llevo a cabo la citometria de flujo en un aparato FACScan equipado con laser de argon
sintonizado a 488 nm (Becton Dickinson)).

Radiomarcaje de proteinas de membrana de células hematopoyéticas humanas, SDS-PAGE y transferencia
Western
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Los cultivos celulares (1-2 x 10° células/ml) se incubaron con [**S]-EasyTag™- L-Metionina (150 pCi/ml) (NEN™,
Boston, MA) en medio RPMI-1640 sin metionina durante 8 horas antes de la preparacion de las proteinas de
membrana. Las proteinas de membrana se prepararon como se ha descrito previamente.

Para el SDS-PAGE vy la transferencia Western, las preparaciones de membrana o inmunoprecipitados se diluyeron
en tampdn de muestra reductor y se separaron en geles SDS-PAGE al 7 %. Para la autorradiografia, los geles para
separar los inmunoprecipitados marcados con [*°S] se secaron y fueron expuestos a una pelicula Kodak BioMax MR
(Fisher Scientific) durante 3 horas. Para la transferencia Western, las proteinas de membrana separadas se
transfirieron a una membrana PVDF Sequi-blot™ (Bio-Rad, Inc., Hercules, CA) y blogqueadas con PBS/Tween-20 al
0,1 %/FBS al 60 % durante 2 horas a 4 °C. Las membranas se incubaron con IgM de rata anti-CLA humano HECA-
452 (1,2 pg/ml), IgG de rata anti-CD44 humano Hermes-1 (1 pg/ml) o anticuerpo anti-PSGL-1 humano PL-2 (1
pug/ml) durante 1 hora a Temperatura ambiente. En paralelo se realizaron inmunotransferencias con control de
isotipo usando IgM de rata, IgG de rata o IgG de ratén para evaluar las proteinas reactivas no-especificas. Después
de tres lavados con PBS/Tween-20 0, 1 %, las membranas se incubaron con los respectivos anticuerpos
secundarios, anticuerpos conjugados con PA de conejo anti-lgM de rata (1:400), de cabra anti-lIgG de rata o de
cabra anti-lgG de raton (1:8000) (Zyned Labs. Inc., San Francisco, CA). Se afadi6 sustrato PA, Western Blue®
(Promega, Madison, WI) para revelar las transferencias.

Analisis en camara de flujo de placas paralelas hidrodinamica

Interacciones de adhesion mediadas por L-selectina

Usando la camara de flujo de placas paralelas en condiciones de tensién de corte definidas, se estudiaron las
interacciones de adhesion mediadas por L-selectina entre células hematopoyéticas humanas y la L-selectina
expresada en los leucocitos de forma natural (Lawrence, M.B., Mcintire, L.V., y Eskin, S.G. (1987) Blood 70 (5),
1284-1290). La adherencia y rodamiento de los leucocitos sobre las monocapas de células hematopoyéticas
humanas se visualiz6 en tiempo real en un microscopio con video usando la camara de flujo de placas paralelas
preparada de la siguiente forma. Antes de realizar los experimentos, se lavaron los leucocitos dos veces con HBSS y
suspendidos a 10”/ml en HBSS/HEPES 10 mM/CaCl2 2 mM (H/H/Ca++). Se prepararon grupos control negativos
tratando las células con PMA (50 ng/ml H/H/Ca++ durante 1 hora a 37 °C) para inducir la separacién de L-selectina
de la superficie celular, pretratando con AcMo HRL-1 (10 pyg/ml) para bloquear la unién de L-selectina, o incubando
con EDTA 5 mM para quelar el Ca++ requerido para la union de L-selectina. Para preparar las monocapas de
células hematopoyéticas humanas (confluentes 100 %), se sembraron suspensiones de células hematopoyéticas
humanas (KG1a, HL60, RPMI 8402, K562) a 2 x 10%/ml en RPMI-1640 sin bicarbonato Na+/FBS2 % en placas de 6
pocillos a 5 x 10%/pocillo, centrifugados para formar una capa con las células y luego fijarlas con glutaraldehido al 3
%. Los grupos aldehido reactivos se bloquearon con lisina 0, 2M y las células en el plato se suspendieron en
H/H/Ca++. Para asegurar la dependencia de la unién de restos de de acido sidlico a la L-selectina, se pretrataron las
células con neuraminidasa de Vibrio cholerae (0,1 U/ml H/H/Ca++ durante 1 hora a 37 °C). Para examinar la
influencia de las sialomucinas (incluyendo PSGL-1) y PSGL-1 sola, se realizaron tratamientos con OSGE (60 pg/ml
H/H/Ca++ durante 1 hora a 37 °C) o mocarhagina (10 pg/ml durante 20 minutos a 37 °C), respectivamente. Ademas,
dado que HCELL se expresa en células KG1a y las N-glucosilaciones con acido sialico sobre HCELL son criticas
para la actividad de ligando a L-selectina (Sackstein, R. y Dimitroff, C.J. (2000) Blood 96, 2765-3774) la contribucion
de HCELL en las células KG1a se distinguié en primer lugar, separando todos los restos de acido sidlico de la
superficie de la célula con neuraminidasa de Vibrio cholerae (0, 1 U/ml durante 1 hora a 37 °C) y posteriormente
incubando las células con un inhibidor metabdlico de la N-glucosilacién, tunicamicina (15 pg/ml durante 24 horas a
37 °C, CO2 al 5 %), para evitar la sintesis de N-glicanos de novo (es decir, epitopos HECA-452 en CD44/HCELL). El
pretratamiento con neuraminidasa elimin6 de la superficie de la célula toda la actividad HCELL residual, y por lo
tanto, este tratamiento permiti6 la evaluacién de HCELL sintetizado nuevamente en la superficie celular. Se
prepararon muestras de células hematopoyéticas mediante citocentrifugacioén en placas de multiples pocillos como
se ha descrito arriba. La camara de flujo de placas paralelas se colocd encima de las monocapas de células y los
leucocitos se perfundieron en el interior de la camara. Después de dejar contactar los leucocitos con las monocapas
de células a una tension de corte de 0,5 dinas/cm? (a la cual no establecen fenémenos de adhesion) ajustamos la
tasa de flujo de acuerdo para ejercer una tension de corte de 1 a >30 dinas/cm?. Se cuantifico el numero de
leucocitos rodando en un marco de cinco campos independientes bajo un aumento de 200X a una tensién de corte
de 0,2,04,0,8, 2.2, 44, 8,8, 17,6 y 26,4 dinas/cm?. Se realizaron un minimo de 3 experimentos utilizando todo el
intervalo de tensiones de corte y los resultados se expresaron en forma de media + desviacion estandar.

Interacciones de adhesion mediadas por P-selectina

En estos experimentos, se prepararon monocapas de CH fijadas con glutaraldehido en placas de 6 pocillos como se
ha descrito anteriormente, y, cuando estaba indicado, las células se pretrataron con mocarhagina (10 pug/ml) durante
30 minutos, y se lavaron abundantemente con RPMI 1640 sin bicarbonato Na+/FBS al 2 % antes de ser fijadas. Para
estudiar las interacciones de adhesion a selectina-P, se utilizaron células CHO que expresaban selectina-P en su
longitud completa de forma estable (CHO-P) o vector vacio (CHO-simuladas) extraidas de frascos con EDTA 5 mM,
se lavaron abundantemente y se resuspendieron a 2 x 108/ml para su utilizacién en la camara de flujo de placas
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paralelas. La expresion de selectina-P en las células CHO-P se confirmo6 por andlisis de citometria de flujo.
Suspensiones de células conteniendo EDTA 5 mM o AcsMo anti-selectina-P (10 pg/ml durante 30 minutos en hielo)
se utilizaron como controles negativos para confirmar la unién dependiente de calcio. Las células se perfundieron en
el interior de la camara y se las dejé caer sobre las monocapas de células antes de iniciar la evaluacién de la
adhesion de selectina-P a 0,2, 0,4, 0,8, y 2,2 dinas/cm?. El contacto y rodamiento celular se visualizd a un aumento
de 100X y se cuantificé y analizé como se ha descrito anteriormente.

Ensayo de Stamper-Woodruff

Adherencia de los linfocitos a HCELL y a PSGL-1 mediada por L-selectina

Equivalentes molares de HCELL o PSGL-1 purificados por inmunoafinidad (0,75 ug de HCELL reducido (100 kDa) y
1 pg de PSGL-1 completamente reducida (140 kDa) se transfirieron a portaobjetos y se dejaron secar. Estas
manchas de proteinas se fijaron con glutaraldehido al 3 %, los grupos glutaraldehido no reactivos se bloquearon con
lisina 0, 2M y se colocaron las preparaciones en RPMI-1640 sin Bicarbonato Na+ hasta que estuvieran listas para las
pruebas. Los linfocitos (107/ml de RPMI-1640 sin bicarbonato Na+/FBS al 5 %) se colocaron cubriendo estos
inmunoprecipitados fijados y se incubaron en un agitador orbital a 80 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El niumero de
linfocitos adherentes se cuantific6 mediante un microscopio éptico usando un ocular con cuadricula bajo un aumento
de 100X (un minimo de 5 campos/preparacion, 2 preparaciones/experimento, y 3 experimentos separados). Los
datos se presentaron como la media de los linfocitos unidos + desviacién estandar. Inmunoprecipitados control de
KG1a CD34 y L-selectina se evaluaron también de esta forma. Para verificar la dependencia del acido sidlico se
pretrataron las muestras con neuraminidasa de Vibrio cholerae (0, 1 U/ml RPMI 1640 sin Bicarbonato Na+/FBS 2 %
durante 1 hora a 37 °C). Ademas, para verificar que la adhesién celular era dependiente de L-selectina, todos los
ensayos incluyeron controles negativos, en los que los linfocitos se trataron con PMA (50 ng/ml durante 30 minutos a
37 °C) o anticuerpos bloqueantes funcionales (AcMo anti-L-selectina de rata HRL-1 o AcMo anti L-selectina humana
LAM1-3; 10 pg/ml) o suspensiones de linfocitos con EDTA 5 mM.

Adherencia de los linfocitos a CH humanas mediada por L-selectina

Para el andlisis de la actividad celular de ligando para L-selectina de las CH humanas, se prepararon por
citocentrifugacion células KG1a, HL60, RPMI-8402 y K562, y blastos de leucemia de novo, se fijaron con
glutaraldehido al 3 %, se bloguearon con lisina 0,2M y se cubrieron con linfocitos (107/ml de RPMI-1640 sin
bicarbonato Na+/FBS al 5 %) sobre un agitador orbital a 80 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Las preparaciones se
lavaron cuidadosamente con PBS vy los linfocitos unidos se fijaron con glutaraldehido al 3 %. Todos los ensayos
incluyeron controles negativos como se ha descrito anteriormente. Los datos se presentaron como la media + SD del
niamero de linfocitos unidos evaluados a un aumento de 100X por un minimo de 5 campos/laminilla en laminillas
duplicadas de 3 experimentos separados.

B. HCELL es capaz de unirse a L-selectina en un amplio intervalo de tensién de corte

El objetivo de este estudio fue valorar la capacidad de HCELL y PSGL-1 de las CH humanas para sostener la
actividad de unién a L-selectina dependiente de corte en un intervalo de tensiones de corte. Se analizaron las
caracteristicas de unién a L-selectina de cada una de estas moléculas realizando sistemas de prueba de adherencia
basada en el flujo de cizalla usando células hematopoyéticas humanas que expresen HCELL y/o PSGL-1: KG1a
(HCELL+/PSGL-1+), HL60 (HCELL-/PSGL-1+), RPMI 8402 (HCELL-/PSGL-1+), K562 (HCELL-/PSGL-1-) y una
leucemia mieloide aguda (LMA) sin maduracion (M1) de novo (HCELL+/PSGL-1+) (tabla 2) (Oxley, S.M. y Sackstein,
R. (1994) Blood 84 (10), 3299-330; Sackstein, R., Fu, L. y Allen, K.L. (1997) Blood 89 (8), 2773-2781; Sackstein, R. y
Dimitroff, C.J. (2000) Blood 96, 2765-2774.)

Tabla 2 Analisis mediante citometria de flujo de los sialoglicoconjugados en lineas celulares
hematopoyéticas

% de tincién de células positivas*

Lineas celulares hematopoyéticas'
CD15s | CD34 | CD43 | CD44 | CD45 | PSGL-1 | CLA | CD62L
KG1a (Mieloide) ++++ | | | R | R ++++ ++++ +++
K562 (Eritroide) - - T+ + _ _ _ _
RPM 8402 (Linfoide) - I o +++ - ++++
HL-60 (Promieloide) +++ - ++++ | | ++++ ++++ -

"Todas las lineas celulares se mantuvieron en RPM 1640-1610 % FBS / 1 % de penicilina-estreptomicina y se
cultivaron a confluencia (1-2 x 108/ml). Las células se aislaron, se lavaron en PBS / 2 % de FBS, se suspendieron en
107/ml PBS/1 % de FBS y se tifieron / analizaron como se describe en Materiales y Métodos. *El porcentaje de
tinciéon de células positivo indica el numero de células que se tifien mas que la tincion de células de control negativo
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(grupos de autofluorescencia de Ac solos secundarios conjugados con FITC). Los porcentajes estan representados
de la siguiente manera - = 0-19 %, + = 20-39, ++ = 40-59 %, +++ = 60-79 % y ++++ = 80-100 %.

Usando la camara de flujo de placas paralelas bajo presién de flujo hidrodinamica, se observé adherencia y
rodamiento de leucocitos sobre monocapas de células hematopoyéticas humanas fijadas con glutaraldehido. Todos
los experimentos incluyeron controles negativos par verificar la contribucion exclusiva de L-selectina en la mediacion
de la adherencia célula-célula. Se requiri6 un umbral de tension de corte de ~0, 5 dinas/cm? en este sistema para
establecer interacciones de adhesion mediadas por L-selectina como se habia demostrado previamente (Lawrence,
M.B., Kansas, G.S., Kunkel, E.J. y Ley, K. (1997) J Cell Biol. 136 (3),717-727; Finger, E.B., Puri, K.D., Alon, R,,
Lawrence, M.B., von Adrian, U.H. y Springer, T.A. (1996) Nature 379 (6562): 266-269) (Figura 12A). Después de
alcanzar este nivel de tension de corte, la adherencia y rodamiento de los leucocitos se enumerd en un amplio
intervalo de tensiones de corte. Se observé rodamiento de linfocitos humanos dependiente de L-selectina y de TDL
de rata sobre células HL60 en un rango de tension de corte de 0,4 dinas/cm? hasta un maximo de 10 dinas/cm?
(Figura 12A). Sin embargo, no hubo evidencia de rodamiento sobre células K562, y, a pesar de la expresion de
PSGL-1, las células RPMI 8402 tampoco mostraron actividad de ligando para L-selectina (Figura 12A y Tabla 2). En
contraste, se observdé rodamiento de linfocitos mediado por L-selectina y de TDL de rata sobre monocapas de
células KG1a a tensiones de corte en exceso de 26 dinas/cm?, mientras, sobre células HL60, el rodamiento de
linfocitos humanos/TDL estuvo ausente a partir de 17 dinas/cm? (figura 12A). Ademas, la frecuencia de linfocitos
rodando sobre células KG1a fue 5 veces mayor a lo largo de todo el amplio rango de tensiéon de corte que el
rodamiento sostenido mediado por L-selectina sobre las células HL60 (figura 12A). La disparidad entre la alta
actividad de ligando para L-selectina en las células KG1a y la baja actividad en las células HL60 también se observo
utilizando neutréfilos humanos, los cuales expresan niveles equivalentes de L-selectina por analisis de citometria de
flujo: las células KG1a sostuvieron 4 veces mas rodamiento de neutréfilos mediado por L-selectina que las células
HL60 (figura 12B). Estos datos muestran que las células KG1a poseen una capacidad mayor de sostener
adherencia de leucocitos mediada por L-selectina sobre un amplio rango de presion de flujo y que la L-selectina
expresada nativamente en los linfocitos y en los neutréfilos exhibe una actividad de unién a HCELL o a PSGL-1,
expresadas en células hematopoyéticas humanas, comparables.

Para diferenciar la contribucion de la actividad de PSGL-1 de la actividad de HCELL en las células KG1a, se realiz6
la digestion de las células con OSGE o mocarhagina, o se incubaron las células con un Ac bloqueante funcional PL-
1, que ambos hacen que PSGL-1 sea incapaz de unirse a L-selectina (Spertini, O., Cordey, A.S., Monai, N., Giuffre,
L. and Schapira, M. (1996) J. Cell Biol. 135 (2),523-531; Guyer, D.A., Moore, K.L. Lyman, E.B., Schammel, C.M.G.,
Rogelj, S., McEver, R.P. y Sklar, L.A. (1996) Blood 88, 2415-2421; Tu, L., Chen, A., Delahunty, M.D., Moore, K.L.,
Watson, S.R., McEver, R.P. y Tender, T.F. (1996) J. Immunol. 157, 2995-4004; De Luca, M., Dunlop, L.C., Andrews,
R.K., Flannery J.V., Ettling, R., Cumming, D.A., Veldman, G.M. y Berndt, M.C. (1995) J. Biol. Chem. 270 (45),26734-
2637 14-16). Como alternativa, para diferenciar la contribucion de la actividad de HCELL sobre las células KG1a (la
cual se expresa exclusivamente en N-glicanos modificados con acido sialico),se pretrataron células KG1a y blastos
de una leucemia de novo con neuraminidasa y luego se incubaron con tunicamicina. Concordantemente, la actividad
de ligando para L-selectina de las células KG1a fue resistente a la digestion enzimatica con OSGE o mocarhagina, y
a los tratamientos con anticuerpo PL-1 (Tabla 3). Sin embargo, la actividad de ligando a L-selectina de KG1a se
elimin6 siguiendo la digestion enzimatica con neuraminidasa, la reexpresion de la actividad de ligando estuvo
reducida marcadamente después del tratamiento con tunicamicina, mientras que las células tratadas solo con DMSO
(control) regresaron a valores basales (p<0,001) (tabla 3). Estos datos muestran que HCELL dependiente de N-
glicanos es el mediador primario de la unién a L-selectina en células KG1a. En contraste, la actividad de ligando
para L-selectina de las células HLB0 fue eliminada completamente mediante digestion con OSGE (p< 0,001) (Tabla
3),e inhibida significativamente después de la digestiéon con mocarhagina (p< 0,001) y mediante el tratamiento con
anticuerpo bloqueante de funcion anti-PSGL-1 PL-1 (p< 0,002) (Tabla 3). La efectividad de los tratamientos con
OSGE y mocarhagin se confirmé por analisis de citometria de flujo de los epitopos sensibles en CD34 y PSGL-1con
AcMo QBEND-10 y AcMo PSL-275, respectivamente. De forma interesante, el hecho de que la actividad de ligando
para L-selectina en las células HL60 se eliminara por completo después de la digestion con OSGE, pero no por los
tratamientos con AcMo PL-1 o con mocarhagina, sugiere que las células HL60 expresan otros ligandos O-
sialoglucoproteina para L-selectina diferentes a PSGL-1. Estos datos concuerdan con estudios previos que
demuestran la expresion del o los ligandos para L-selectina diferentes a PSGL-1, sensibles a OSGE, en células
HL60 (Ramos, C., Smith, M.J., Snapp, K.R., Kansas, G.S., Stickney, G.\W., Ley, K. y Lawrence, M.B. (1998) Blood
(91),1067-1075).

Tabla 3: Actividad de ligando de la L-selectina de células KG1a y HL60 después de tratamientos enzimaticos
o de blogueo con anticuerpos bajo flujo de cizalladura hidrodinamico’

Células y tratamientos % Unién media control a linfocitos?
KG1a Células + mocarhagina® 110,0+ 10,5
+ OSGE (60 p g/ml)® 104,2 £ 17,1
+ PL-1 (anti-PSGL~1; 10 ug/ml) 104,8 + 18,0
+ neuraminidasa (Neur.) (0,1 U/ml) 0,3+0,8*
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Células y tratamientos % Union media control a linfocitos?
+ Neur. + DMSO 103,3+12,3
+ Neur. + Tunicamicina (15 pg/ml) 34,3+9,8*
Células HL60 + mocarhagina 50,0 + 2,0*
+ OSGE 12,5+ 0,2*
+ PL-1 62,5+ 1,0
Controles negativos® <0,5+0,3*

"M{Usando la camara de flujo de placas paralelas, se perfundieron linfocitos de los conductos toracicos (10 ml / ml
H / H con Ca**) sobre monocapas fijados con glutaraldehido de las células tratadas con mocarhagina (10 pug / ml;
1 hora a 37 °C), OSGE (60 pg / ml; 1 hora a 37 °C), PL-1 (10 ug / ml; 30 minutos en hielo.) a una tension de corte
definida de 4. 4 dinas / /cm?.

2Union media de los linfocitos de 5 campos de vision de muestras por triplicado y un minimo de 3 experimentos se
dividié por la unién media de los linfocitos de las células control no tratadas para cada grupo de tratamiento
respectivo.

3Los grupos de control negativo consistieron en EDTA 5 mM que contiene medio de ensayo Y linfocitos de rata
tratados con el anticuerpo anti-L-selectina (HRL-1; 10 pg / ml).

4La digestion con mocaragina se verificd por la incapacidad de del anticuerpo monoclonal anti-PSGL-1 PSL-275
para reconocer el determinante de la union a la P- y L-selectina o epitopo sensible a mocaragina sobre PSGL-1
por citometria de flujo.

5La actividad OSGE se confirmé por la incapacidad de anti-CD34 QBEND-10 para reconocer su epitopo sensible
en OSGE sobre CD34 mediante citometria de flujo.

'Diferencia estadisticamente significativa en la union de los linfocitos en comparacion con las células control no
tratadas; prueba t de Student pareada, p <0,001.

“Diferencia estadisticamente significativa en la unién de los linfocitos en comparacién con las células control no
tratadas; prueba t de Student pareada, p <0,002.

Para investigar adicionalmente actividades de ligando para L-selectina de HCELL y PSGL-1 expresadas en células
hematopoyéticas humanas, se realizaron ensayos de Stamper-Woodruff de la adherencia linfocitaria mediada por L-
selectina a monocapas de células hematopoyéticas fijadas con glutaraldehido. Las células KG1a poseian actividad
de ligando a HCELL desde >40-120 rpm, la cual fue maxima a 80 rpm, mientras que las células HL60 exhibieron
actividad de ligando a L-selectina predominantemente a 80 rpm (Figura 12C). Ademas, la adherencia linfocitaria a
células KG1a mediada por L-selectina fue 10 veces mas alta que la de las células HL60 a 80 rpm, y no hubo
evidencia de union de linfocitos a las células K562 y RPMI-8402 (Figura 12 C). Dado que el ligando primario para L-
selectina en las células HL-60 es PSGL-1 y su expresion es equivalente en células KG1a y HL60, estos datos
sugieren ademas que, basandose en una célula, la actividad HCELL en KG1a posee una capacidad mas alta para
funcionar como ligando sobre un rango mas amplio de tensién de corte.

Aunque el nivel de expresion de PSGL-1 es equivalente entre células KG1a y HL60, se examin6 si PSGL-1 en las
células KG1a era funcionalmente equivalente a PSGL-1 en las células HL-60. Dado que el determinante de unién N-
terminal critico de PSGL-1 para selectina-P se solapa con el determinante (s) de unién estructural para L-selectina
(Snapp, K.R., Ding, H., Atkins, K., Warnke, R., Luscinskas, F.W y Kansas, G.S. (1998) Blood 91, 154-164; De Luca,
M., Dunlop, L.C., Andrews, R.K., Flannery, J.V., Ettling, R., Cumming, D.A., Veldman, G.M. and Berndt, M.C. (1995)
J. Biol. Chem. 270 (45), 26734-26737), se razono que las capacidades de KG1a y de HL60 para unirse a selectina-P
se correlacionan con la eficacia de unién de PSGL-1 a L-selectina. Asi, se realizaron experimentos en la camara de
flujo de la actividad de ligando a selectina-P utilizando células de ovario de hamster chino transfectadas con ADNc
que codifica selectina-P humana de longitud completa (CHO-P). Tanto las células HL60 como las KG1a sostuvieron
un rodamiento equivalente de CHO-P mediado por PSGL-1, las células K562 y RPMI-8402 no poseian ninguna
actividad (Figura 13A). La actividad de ligando a selectina-P de las células KG1a y HL60 se elimin6 mediante
tratamiento con mocarhagin (Figura 13B). Distinto a la diferente a la capacidad de sostener actividad de ligando para
L-selectina entre las células KG1a y las HL60, estos datos sugieren que la PSGL-1 nativa como se expresa en la
membrana celular era similar estructural y funcionalmente en estas lineas celulares. Debe hacerse notar que PSGL-
1 de RPMI-8402 no fue funcional como ligando para L-selectina ni para selectina-P, lo que concuerda con el
hallazgo de que PSGL-1 en ciertas células linfoides no es funcional debido a la falta de actividad de a1, 3
fucosiltransferasas y del nucleo 231, 6 N-acetilglucosaminiltransferasas requeridas para la creacion de un ligando
bioactivo (Vachino, G., Chang, X. J., Veldman, G.M., Kumar, R., Sako, D., Fouser, L.A., Berndt, M.C. y Cumming,
D.A. (1995) J. Biol. Chem. 270 (37), 21966-21974).

C. HCELL es el ligando preferido para L-selectina sobre las CH Humanas
La diferencia en la actividad de ligando para L-selectina entre HCELL y PSGL-1 en células enteras puede reflejar

diferencias en la densidad de superficie y/o topografia de la expresion de estas moléculas. Para comparar las

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2576 678 T3

capacidades de unién de HCELL y PSGL-1, se realizaron ensayos convencionales de Stamper-Woodruff basadas
en flujo de cizalla de la adherencia linfocitaria a equivalentes molares de HCELL o PSGL-1 purificadas por
inmunoafinidad de células KG1a y HL60, y de LMA (M1) de novo.

Para aislar HCELL y PSGL-1 para experimentos de union celular, se purificaron por inmunoafinidad KG1a CD44
(Hermes-1 IgG de rata) y PSGL-1 (PL-2 IgG de raton) a partir de preparaciones de proteinas de membrana. Las
autorradiografias de los inmunoprecipitados de Hermes-1 y PL-2 obtenidos de lisados celulares totales de células
KG1a metabdlicamente radiomarcadas con [3*S] mostraron la especificidad de Hermes-1 y PL-2 para sus
respectivos antigenos (Figura 14A), revelando que la forma de CD44 de 100 kDa fue la principalmente aislada y que
fueron aislados ambas isoformas de PSGL-1, el dimero (~220 kDa) y el monémero (~140 kDa) (Figura 14A). Hubo
una forma de proteina minoritaria contaminante de 30 kDa, inmunoprecipitada con Hermes-1, que se elimin6
mediante ulterior filtrado de los inmunoprecipitados a través de un filtro de un limite de 50 kDa. Para normalizar la
equivalencia molar de la proteina purificada utilizada en las pruebas de Stamper-Woodruff, se comparé la densidad
optica densitométrica (OD) de CD44 y de PSGL-1 marcado con metionina-[>*S] (cada uno pasado por un filtro de
limite de 50 kDa) en autorradiogramas de material purificado por inmunoafinidad colocado sobre un cristal. Se
encontré que la OD de 1 pug de PSGL-1 fue 2 veces mayor que la OD de 0, 75 ug de CD44. Dado que el monémero
de PSGL-1 (140 kDa) tiene ~1, 4 veces mayor PM que CD44 (100 kDa) y dado que PSGL-1 tiene 2 veces mas
restos de metionina que CD44 (13 frente a 6), la sefial dos veces mayor de PSGL-1 indicaba que 0, 75 ug de CD44
y 1 pyg de PSGL-1 representan cantidades equimolares de las respectivas proteinas. Usando estas cantidades
equimolares, a 80 rpm CD44 sostenia una unién de linfocitos 10 veces mayor comparado con PSGL-1, y de 40 a
100 rpm, sostenia una adherencia linfocitaria 5-10 veces mayor comparado con PSGL-1 (Figura 14B). CD34 y L-
selectina inmunoprecipitados de células KG1a (controles moleculares negativos) no sostuvieron ninguna adherencia
linfocitaria mediada por L-selectina (Figura 14B). Estos datos comparando directamente las eficacias relativas de
unién a L-selectina de CD44 y PSGL-1 purificadas fueron similares a los resultados obtenidos de un analisis de
células enteras.

Para explorar si las actividades de ligando para L-selectina dispares de HCELL y PSGL-1 estaban presentes
también en las células humanas hematopoyéticas, se investigo la actividad de ligando para L-selectina de HCELL y
PSGL-1 de un paciente con LMA sin maduracion (M1). En ensayos de Stamper-Woodruff preliminares de
actividades de células enteras de LMA (M1), las células LMA (M1) mostraron una actividad de ligando para
selectina-1 comparable a las células KG1a, y la expresion de CD44 y PSGL-1 (medida por citometria de flujo) fue
también similar a la de KG1a. Se inmunoprecipité CD44 y PSGL-1 de estas células y se examin6 su capacidad de
union mediante la prueba de Stamper-Woodruff (80 rpm). En paralelo, también se evaluaron las actividades de
ligando para L-selectina de HCELL y PSGL-1 de células KG1a y HL60, y se realizaron digestiones con N-
glucosidasa-F y OSGE para analisis comparativo. CD44 tanto de KG1a como de LMA (M1) sostuvieron una
adherencia linfocitaria mediada pro L-selectina significativamente mayor que PSGL-1 de KG1a, HL60 o LMA (M1)
(media de linfocitos unidos a CD44 3 veces mayor que a PSGL; p<0,001) (Tabla 4). Ademas, ni CD44 de HL60
inmunoprecipitados control isotipo, inmunoprecipitados CD34 y L-selectina, o inmunoprecipitados de KG1a con
CD44 y PSGL-1 tratados con neuraminidasa (Tabla 4) poseian ninguna actividad de ligando a L-selectina. De forma
similar a que CD44 de células KG1a tratada con N-glucosidasa-F, la actividad de union a L-selectina de CD44 de
LMA (M1) tratada con N-glucosidasa-F estuvo marcadamente reducida (a niveles de origen) (Tabla 4). De forma
interesante, PSGL-1 aislada de células KG1a y blastos de LMA (M1) poseia una capacidad de unirse a L-selectina
mayor que PSGL-1 de células HLE0 (Tabla 4), aunque la union a PSGL-1 nativa mediada por selectina-P fue
idéntica entre células KG1a y HL60 (Figuras 13A y 13B). Fotomicrofotografias de linfocitos unidos a CD44 o PSGL-1
en pruebas de Stamper-Woodruff ilustraron las diferencias caracteristicas entre en el rango de actividad de ligando
para L-selectina de CD44 KG1a y CD44 LMA (M1) (Figuras 15A y 15D, respectivamente) comparado con PSGL-1
KG1a (Figura 15G); incluso con un exceso 3 veces molar de PSGL-1 KG1a (Figura 15H), la actividad de ligando
para L-selectina de CD44 (Figura 15A) fue todavia mayor que la de PSGL-1. Los tratamientos con N-glucosidasa-F
(Figuras 15B y 15E) y OSGE (Figura 15l) disminuyeron marcadamente la unién de linfocitos de forma comparable a
los niveles de control de isotipo (Figuras 15C y 15F) confirmando las contribuciones relevantes de N-glicanos y O-
glicanos en HCELL y PSGL-1, respectivamente.

Tabla 4: Actividad de ligando para L-selectina de CD44 y PSGL-1 inmunoprecipitados de células KG1a,
células HL60 y blastos de LMA (M1) en el ensayo de Stamper-Woodruff'

Ligando para L-selectina celular Nimero medio de linfocitos unidos?
KGla CD44 357,8 £ 36,6
N—glicosidasa—F CD44 30,7+ 18,4*
Control de isotipo 23,3+ 7,1*
PSGL-1 44,8+ 6,7**
Control de isotipo 11,0+ 1,6*
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Ligando para L-selectina celular Numero medio de linfocitos unidos?

CD34 (control molecular) 40+2,0*

L—selectina (control molecular) 0,5+0,6*

Control de isotipo 8,5+ 3,5
HL60 CD44 6,5+ 3,6

Control de isotipo 54+23

PSGL-1 11,0+ 2,1*

Control de isotipo 3,1+ 2,9*
LMA (M1) CD44 4253 +9,5

N—glicosidasa-F CD44 23,4+ 6,1*

Control de isotipo 34,3+ 4,1*

PSGL-1 141,5+ 22,6*

Control de isotipo 19,6+ 6,2*
Los linfocitos de conducto toracico de rata (1 x 107/ml) se cubrieron en puntos fijados con glutaraldehido de
CD44 purificado por inmunoafinidad (Hermes-1), CD44 tratado con N-glicosidasa F, CD34 (QBEND-10), L-
selectina (LAM 1-3) o control de isotipo (IgG de rata o IgG de raton) (cada uno a 0,75 pg/ / punto), o PSGL-1
(PL-2) (1 pg/ / spot) y se incubaron en un agitador a 80 rom a 4 °C.
2El nimero medio de linfocitos unidos de 5 campos de vision a un aumento de 100X, de portaobjetos por
duplicado y un minimo de tres experimentos. Cada experimento incluyo linfocitos tratados con anticuerpo anti-
L-selectina (HRL-1; 10 pg / ml) o tratados con PMA y grupos de medio de ensayo que contienen EDTA 5 mM o
puntos tratados con neuraminidasa de Vibrio cholerae (ligando), todos los cuales eliminaron por completo la
unién de linfocitos (<0,8 numero medio de linfocitos unidos).
'Diferencia estadisticamente significativa en la union de linfocitos al inmunoprecipitado de tratamiento o isotipo
en comparacion con cada molécula de células sin tratar respectivas; prueba t de Student, p < 0,001.
"Diferencia estadisticamente significativa en la unién de linfocitos a estos grupos en comparacién con la union
de los linfocitos a CD44 de KG1a y LMA (M1); prueba t de Student, p < 0,001.

Para profundizar en la mayor capacidad de HCELL para unirse a L-selectina en comparacion con la de PSGL-1, se
examiné la expresion de estructuras fucosiladas y sialiladas (reconocidas por el AcMo de rata HECA-452) en CD44 y
en PSGL-1, la cual se correlaciona con la capacidad de unién a L-selectina. El analisis mediante SDS-PAGE e
inmunotransferencia con HECA-452 de cantidades equimolares de CD44 y PSGL-1 inmunoprecipitado de proteinas
de membrana de KG1a revelaron que CD44 fue distintivamente mas reactivo a HECA-452 que PSGL-1 (Figura 16),
lo que sugiere que HCELL contiene un nidmero mayor de epitopos HECA-452 que PSGL-1, lo que podria ser la
explicacion de su mayor actividad hacia L-selectina.

Ejemplo 11: Purificacién por inmunoafinidad de HCELL y PSGL-1

Se inmunoprecipitaron HCELL y PSGL-1 de células hematopoyéticas humanas. EI procedimiento de
inmunoprecipitacién se siguié6 como esta descrito (Dimitroff, C.J., Lee, J.Y., Fuhlbrigge, R.C. y Sackstein, R. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. 97 (25), 13841-13846). Brevemente, las proteinas de membrana de células hematopoyéticas
humanas (Dimitroff, C.J., Lee, J.Y., Fuhlbrigge, R.C. and Sackstein, R. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. 97 (25) 13841-
13846) se solubilizaron primero en NP-40 al 2 % y preaclararon en Proteina G-agarosa (Life Technologies). Luego la
proteina de membrana se cuantificé usando la prueba de proteina de Bradford (Sigma). Las preparaciones de
membrana preaclaradas y solubilizadas (incluyendo proteinas de membrana y lisados de células enteras
radiomarcadas con [*°S]-metionina (Dimitroff, C.J., Lee, J.Y., Fuhlbrigge, R.C. and Sackstein, R. (2000) Proc. Natl.
Acad. Sci. 97 (25), 13841-13846) se incubaron con Ac PL-2 anti-PSGL-1 o con Ac monoclonal Hermes-1 anti-CD44
(una relacion de 100 ug de proteina: 3 ug de anticuerpo) durante 18 horas a 4 °C en rotacién. También se realizaron
inmunoprecipitaciones con anticuerpo QBEND-10, anti-CD34, anticuerpo (LAM1-3) anti-selectina-1 o controles de
isotipo 1gG de raton/IgG de rata, para servir como controles negativos. La mezcla de lisado-anticuerpo se afadio a
Proteina G-Agarosa y se incub6 durante 1 hora bajo rotaciéon constante. Para el SDS-PAGE/transferencia Western,
los inmunoprecipitados se lavaron 5 veces con tampon de lisis/NP-40 al 2 %/SDS 1 %/BSA 1 % y 3 veces con
tampon de lisis sin BSA, y hervidos en tamp6n de muestra reductor para su analisis. Para la valoracién funcional de
CD44 o PSGL-1 en pruebas de adherencia, los inmunoprecipitados respectivos se lavaron 5 veces con tampén de
lisis/INP-40 al 2 %/SDS al 1 %/BSA al 1 % y tres veces con tampoén de lisis sin NP-40, SDS o BSA, luego
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suspendidos en PBS y hervidos durante 5 minutos para disociar CD44 o PSGL-1 de los inmunocomplejos. Luego se
pasaron las fracciones eluidas a través de filtros Nicrocon® con un limite de 50 kDa (Fihser Scientific, Inc.). La
concentracion de proteina de la fraccion retenida se midié por la prueba de determinacion de proteina de Bradford.

Se realizaron experimentos paralelos en los que se incubaron los respectivos anticuerpos con Proteina G-agarosa, y
se hirvieron los inmunoprecipitados en PBS como se ha mencionado arriba. Los eluidos analizados por SDS-PAGE
y tefiidos con azul Coomasie revelaron que > 99 % del anticuerpo estaba todavia unido a Proteina G-agarosa
después de hervir en PBS y, por lo tanto contribuian insignificantemente a los niveles de proteina cuantificados.
Ademas, con la excepcion de una banda menor contaminante a 30 kDa en los inmunoprecipitados de Hermes-1,
otras proteinas no -CD44 y no-PSGL-1 no se aislaron por inmunoprecipitacion usando Hermes-1 y PL-2 (ver
autorradiogramas de inmunoprecipitados obtenidos de lisados de células enteras (7) de células KG1a
radiomarcadas metabolicamente con [3°S], Figura 14A). El uso de un filtro de limite de 50 kDa retir6 la proteina
contaminante de 30 kDa inmunoprecipitada por Hermes-1, produciendo CD44 KG1a pura.

Para confirmar la contribucién de los N-glicanos en HCELL o O-sialoglicanos en PSGL-1, las preparaciones de
membrana se trataron primero con N-glucosidasa-F (0, 8 U/ml) o OSGE previamente a la inmunoprecipitacion como
se ha descrito (Dimitroff, C.J., Lee, J.Y., Fuhlbrigge, R.C. and Sackstein, R. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. 97 (25),
13841-13846). El material purificado por inmunoafinidad (0, 75-3 pg/gota) se esparcio sobre portaobjetos para el
analisis mediante la prueba de Stamper-Woodruff (ver abajo para la descripcion de la prueba). Para el analisis
autorradiografico del inmunoprecipitado de CD44 y PSGL-1 radiomarcados con [**S]-metionina, se esparcieron los
inmunoprecipitados sobre portaobjetos, se dejaron secar y se expusieron a una pelicula Kodak BioMax-MR durante
12 horas a -80 °C. El andlisis densitométrico (densidad o6ptica) de los autorradiogramas se realizd con un escaner
Hewlett-Packard Scanjet 5200 y con el programa de procesamiento y analisis NIH Image.

Ejemplo 12: Analisis por RT-PCT de a1, 3 fucosiltransferasas (FucTIV y FucTVIl) y a2, 3 sialiltransferasa
(ST3GALIV)

Dado que la expresién de HECA-452 es dependiente de sialofucosilaciones criticas en las cadenas del nucleo poli-
N-acetillactosaminil, se investigé si la diferencia relativa en la expresion del epitopo HECA-452 y la actividad de
ligando para L-selectina era una consecuencia de la activacion de a2, 3 sialiltransferasa (ST<Gal IV) y las a1, 3
fucosiltransferasas leucocitarias (FucTIV y FucTVIl), las cuales se requieren para la sintesis del epitopo HECA-452
(Sasaki, K., Watanabe, E., Kawashima, K., Sekine, S., Dohi, T., Oshima, M., Hanai, N., Nishi, T. y Hasegawa, M
(1993) J. Biol. Chem. 268 (30), 22782-22787; Fuhlbrigge, R.C., Kieffer, D., Armending, D. y Kupper, T.S. (1997)
Nature 398, 978-981; Zollner, O. y Vestweber, D.M. (1996) J. Biol. Chem. 271, 33002-33008; Goelz, S., Kumar, R.,
Potvin, B., Sundaram, S., Brickelmaier, M. y Stanley, P. (1994) J. Biol. Chem. 269, 1033-1040).

Se extrajo el ARN total con el reactivo Trizol® LS de acuerdo con el protocolo del fabricante (Gibco, Life Sciences) y
se utilizo en el sistema Titan™ One Tube RT-PCR System (Roche Molecular Biochemicals). Se usaron cebadores
ST3Gal sentido 5'-ctctccgatatctgttttattttcccatcccagagagaagaagaaggag-3' y anti-sentido 5'-
gattaaggtaccaggtcagaaggacgtgaggttcttcit-3' y condiciones de ciclado térmico [RT a 52 °C durante 45 minutos, 1 ciclo
a 94 °C durante 2 minutos, 30 ciclos a 94 °C durante un minuto, 57 °C durante 1 minuto y 72 °C durante 2 minutos, y
un ciclo de 68 °C durante 7 minutos] para amplificar un fragmento de ADNc de ST3GallV de 0,96 kb. Para amplificar
un fragmento de FucTVIl (GenBank, n.° de acceso U08112), se utilizaron cebadores especificos, sentido 5'-
cccaccgtggcccagtaccgcttct-3' y anti-sentido 5'-ctgacctctgtgcccagectceegt-3' y condiciones de ciclado térmico [RT a 52
°C durante 45 minutos, 1 ciclo a 94 °C durante 2 minutos, 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 45
segundos y 72 °C durante 1 minuto, y un ciclo de 68 °C durante 7 minutos]. Usando condiciones idénticos de RT y
de ciclado térmico, se gener6 un fragmento de ADNc de FucTIV de 0,50 kb de cebadores sentido 5'-
cgggtgtgccaggctgtacagagg-3' y anti-sentido 5'-tcgggaacagttgtgtat gagatt-3' (GenBank, n.° de registro #M58597).

El analisis por RT-PCR de la expresion de genes de FucTIV y FucTVIl y de ST3GallVen KG1a, HL60, K562 y RPMI-
8402 mostrd que la expresion de FucTIV fue relativamente similar en todas las lineas celulares (Figuras 17A 'y 17B),
pero la expresion de FTVII fue la mas alta en las células HL60 y KG1a (linea 1, FucTIV, y linea 2, FucTVII; Figura
17%). De forma interesante, ST3Gal IV (calle 1; Figura 6B) se expresé a un nivel alto en células KG1a y a muy bajo
nivel en todas las otras lineas, lo que sugiere que el nivel inherente de ST3GallV puede ayudar a regular la
expresion de estructuras reactivas a HECA-452 y determinantes de union para L-selectina en CD44 y/o PSGL-1.

La expresion de HECA-452 es dependiente de silofucosilaciones criticas en las cadenas core poliacetillactosaminil.
La diferencia en la expresion de epitopos HECA-452 y actividad de ligando para L-selectina fue una consecuencia
de la activacion de 02, 3 sialiltransferasa (ST3GallV) y leucocitarias a1, 3 fucosiltransferasas (FucTIV y FucTVIl), las
cuales se requieres para la biosintesis de epitopos HECA-452. El analisis de la expresidon génica por RT-PCR de
FucTIV y FucTVIl y de ST3Gal IV en las células KG1a, HL60, K562 y RPMI-8402 mostr6 que la expresion de
FucTVIl fue mas alta en las células HL60 y KG1a (linea 1, FucTIV, y linea 2, FucTVII; Figura 17A). De forma
interesante, ST3Gal IV (linea 1; Figura 17B) se expres6 a un nivel alto en células KG1a y a un nivel muy bajo en las
otras lineas celulares, sugiriendo que el nivel inherente de ST3Gal IV puede ayudar a regular la expresion de
estructuras relevantes reactivas a HECA-452 y determinantes de unién para L-selectina criticos en CD44 KG1a y/o
PSGL-1.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion de inmunoglobulina que comprende un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho
polipéptido glicosilado una cadena principal del polipéptido CD44 que muestra glicanos sialilados y fucosilados y se
une a la E-selectina y a la L-selectina.

2. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido glicosilado o la estructura principal del
polipéptido CD44 glicosilado comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o comprenden la
secuencia de aminoacidos al menos un 95 % similar a la SEQ ID NO: 1.

3. La proteina de fusiéon de las reivindicaciones 1 o 2, en la que el polipéptido glicosilado o el polipéptido CD44
glicosilado muestran glicanos fucosilados y sialilados reactivos a HECA—452.

4. La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el tratamiento de un trastorno
inflamatorio, cancer o un trastorno hematopoyético en un sujeto.

5. Una poblacién de células, en la que dichas células son células madre o células progenitoras hematopoyéticas
para su uso en el tratamiento de trastornos hematopoyéticos, trastornos inflamatorios, trastornos genéticos, cancer o
trastornos susceptibles de tratamiento con una célula madre, teniendo dichas células un polipéptido glicosilado,
comprendiendo dicho polipéptido glicosilado una cadena principal del polipéptido CD44 que muestra glicanos
sialilados y fucosilados que se unen a E-selectina y a L-selectina, teniendo la poblacién un mayor nivel de expresién
del polipéptido glicosilado en relaciéon con poblaciones nativas de células de ese tipo, con la condicién de que la
poblacién no sea una poblacién de células madre embrionarias humanas.

6. Una poblacion de células para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dichas células son células
madre con la condicion de que la poblacion de células no sea una poblacion de células madre embrionarias
humanas.

7. Una poblacion de células para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dichas células son células
madre de origen ectodérmico.

8. Una poblacién de células para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que dichas células son células
madre de origen endodérmico.

9. Una poblacién de células para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que dichas células son células
madre o células progenitoras hematopoyéticas de origen mesodérmico.

10. Una poblacién de células para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en la que dichas células son células
progenitoras hematopoyéticas.

11. Una poblacion de células para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en la que el
polipéptido glicosilado o la estructura principal del polipéptido CD44 glicosilado comprenden la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o comprenden la secuencia de aminoacidos al menos un 95 % similar a la SEQ ID
NO: 1.

12. Una poblacion de células para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en la que el
polipéptido glicosilado o la estructura principal del polipéptido CD44 glicosilado muestran glicanos fucosilados y
sialilados reactivos a HECA-452.

13. Una composicién farmacéutica, que comprende la proteina de fusion de inmunoglobulina de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 13, para su uso en el tratamiento de un trastorno
inflamatorio, cancer o un trastorno hematopoyético en un sujeto.
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