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DESCRIPCION

Métodos para manipular fagocitosis mediada por CD47
FONDO

[0001] El sistema reticuloendotelial (RES) es una parte del sistema inmunolégico. EI RES consta de las células
fagociticas localizadas en el tejido conectivo reticular, principalmente monocitos y macrofagos. El RES consiste en 1)
circular monocitos; 2) macréfagos residentes en el higado, el bazo, los ganglios linfaticos, el timo, los tejidos
submucosos de los tractos respiratorios y digestivos, la médula 6sea y los tejidos conectivos; y 3) las células
similares a macrofagos, incluyendo células dendriticas en los ganglios linfaticos, las células de Langerhans en la piel
y células de la microglia en el sistema nervioso central. Estas células se acumulan en los ganglios linfaticos y el
bazo. Las funciones RES para borrar patégenos, materia particulada en circulacion, y las células hematopoyéticas
envejecidas o dafadas.

[0002] Para eliminar células extrafias o particulas en la respuesta inmune innata, se induce la fagocitosis mediada
por macréfagos cuando el receptor de fosfatidilserina (PSR) reacciona a la fosfatidilserina (PS), que se puede
exteriorizar de las membranas de las células muertas, tales como apoptosis y células necroticas. A su vez, la
interaccion entre el PS y el PSR juega un papel crucial en el aclaramiento de las células apoptéticas por los
macréfagos. Una vez se ha realizado la fagocitosis por los macréfagos, la respuesta inflamatoria se regula hacia
abajo por un aumento en factores tales como IL-10, TGF-B, y la prostaglandina E2 (PGE2). El equilibrio estricto entre
las respuestas inflamatorias y anti-inflamatorias, tanto en la inmunidad innata y adaptativa juega un papel critico en
el mantenimiento de la homeostasis celular y la proteccion de un huésped de la invasion extrinseca.

[0003] La relacion causal entre la inflamacion y la progresion neoplasica es un concepto ampliamente aceptado.
Ahora los datos apoyan el concepto de la inmunovigilancia cancer - que una de las funciones fisiolégicas del sistema
inmune es reconocer y destruir las células transformadas. Sin embargo, algunas células tumorales son capaces de
evadir el reconocimiento y la destruccion por el sistema inmune. Una vez que las células tumorales han escapado, el
sistema inmune puede participar en su crecimiento, por ejemplo mediante la promocién de la vascularizacion de los
tumores.

[0004] Tanto las células inmunitarias adaptativas e innatas participan en la vigilancia y la eliminacion de las células
tumorales, pero los monocitos/macréfagos pueden ser la primera linea de defensa en los tumores, ya que colonizan
rapidamente y secretan citoquinas que atraen y activan las células dendriticas (DC) y células NK, que a su vez
puede iniciar la respuesta inmune adaptativa frente a las células transformadas.

[0005] Los tumores que se escapan de la maquinaria inmune puede ser una consecuencia de alteraciones que se
producen durante la fase de inmunovigilancia. A modo de ejemplo, algunas células tumorales desarrollan
deficiencias en el procesamiento y presentacion de antigenos vias, que facilitan la evasion de una respuesta inmune
adaptativa, tales como la ausencia o funciones anormales de los componentes de la via de sefializacion del receptor
de IFN-y. Otros tumores suprimen la induccion de las sefales de peligro proinflamatorias, lo que lleva, por ejemplo, a
la alteracion de la maduracion de DC. Finalmente, la inhibicién de las funciones de proteccion del sistema inmune
también puede facilitar el escape del tumor, tales como el exceso de produccién de las citoquinas antiinflamatorias
IL-10 y TGF-B, que puede producirse por muchas células tumorales si mismos, sino también por los macréfagos o
las células T reguladoras.

[0006] Un tumor puede ser visto como un érgano aberrante iniciado por una célula de cancer tumorigénico que
adquirio la capacidad para la proliferacion indefinida a través de mutaciones acumuladas. En esta vista de un tumor
como un 6rgano anormal, los principios de la biologia de células madre normales se pueden aplicar para entender
mejor como se desarrollan los tumores. Muchas observaciones sugieren que las analogias entre las células madre
normales y células tumorigénicas son apropiadas. Tanto las células madre normales y células tumorigénicas tienen
una amplia potencial proliferativa y la capacidad de dar lugar a nuevos tejidos (normales o anormales). Tanto los
tumores y tejidos normales se componen de combinaciones heterogéneas de células, con diferentes caracteristicas
fenotipicas y diferentes potenciales proliferativos.

[0007] Las células madre se definen como células que tienen la capacidad de perpetuarse a través de auto-
renovacion y para generar células maduras de un tejido particular a través de la diferenciacion. En la mayoria de los
tejidos, las células madre son raras. Como resultado, las células madre deben ser identificadas de forma prospectiva
y se purifican cuidadosamente con el fin de estudiar sus propiedades. Quizas la propiedad mas importante y util de
las células madre es el de la auto-renovacion. A través de esta propiedad, paralelismos sorprendentes se pueden
encontrar entre las células madre y las células de cancer: tumores a menudo pueden proceder de la transformacion
de las células madre normales, las vias de sefializacién similares pueden regular la auto-renovacion de las células
madre y las células cancerosas, y los canceres pueden comprender células raras con potencial indefinido de auto-
renovacion que impulsan la tumorigénesis.

[0008] El estudio de los marcadores de superficie celulares especificos o regulado hacia arriba especificamente en
las células cancerosas es fundamental en la prestacion de objetivos para reducir el crecimiento de o para la
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reduccion de células cancerosas. Proporcionado en este documento es un marcador para la leucemia mieloide,
especialmente un marcador para la leucemia mieloide aguda (AML). Nuestros estudios han revelado un papel de
este marcador en ayudar que las células madre de AML evite un despeje de la fagocitosis. Se proporcionan métodos
para el uso de este marcador para aumentar la fagocitosis de las células madre de AML (AML SC), asi como para
mejorar el trasplante de células madre hematopoyéticas y progenitoras.

[0009] Curiosamente, ciertos marcadores se muestran para ser compartidos por las células madre de la leucemia y
las células madre hematopoyéticas (HSC). Durante el desarrollo normal, HSCs migran a nichos ectodpicos en la vida
fetal y adulto a través de la corriente sanguinea. Una vez en el torrente sanguineo, las HSCs deben navegar los
lechos vasculares del bazo y el higado antes de establecerse en un nicho. En estos lechos vasculares, los
macréfagos funcionan para eliminar las células dafiadas y las particulas extrafias de la corriente de sangre. Por otra
parte, durante los estados inflamatorios, los macrofagos se vuelven mas activos fagociticamente. Asi, las células
madre recién llegadas tienen que enfrentarse a la posibilidad de ser fagocitadas en ruta, a menos que una
proteccion adicional puede ser generada. La exploracién de los mecanismos por los cuales la HSC endégena evita
ser despejada por la fagocitosis puede dar una idea de maneras para mejorar el éxito del trasplante de células
madre hematopoyéticas y progenitoras. La presente invencién satisface estas y otras necesidades.

[0010] EP 1 693 385 Al (Chugai Pharmaceutical Co Ltd) describe el uso de un anticuerpo anti-CD47 humanizado
para el tratamiento de trastornos hematolégicos, incluyendo leucemias.

[0011] Manna et al. (The Journal of Immunology, vol. 170, n°. 7, 1 de abril de 2003, paginas 3544 hasta 3553)
informa que destruccion mediada de células T activadas CD47 se produce por una via que implica la regulacién de
los niveles de AMPc por Giq heterotrimérico con efectos posteriores mediados por PKA.

[0012] Manna et al. (Cancer Research, vol. 64, no. 3, 1 de Febrero de 2004, paginas 1026 a 1036) informa que la
eliminacion de células de cancer CD47 mediada se produce por una via que implica la regulacién de los niveles de
cAMP por Giq heterotrimérico con efectos posteriores mediadas por PKA.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0013] Se proporcionan métodos para manipular la fagocitosis de las células hematopoyéticas, incluyendo las
células hematopoyéticas circulantes, por ejemplo, células de médula 6sea. En algunos casos, las células circulantes
son células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas, en particular en un contexto del
trasplante, donde la proteccion de la fagocitosis es deseable. En algunas formas de realizacién las células
circulantes son células de leucemia, especialmente leucemia mieloide aguda (AML), donde el aumento de la
fagocitosis es deseable. En ciertas realizaciones de la invencion, se proporcionan métodos para manipular la
fagocitosis de macréfagos de células hematopoyéticas circulantes. En algunas realizaciones de la invencion, se
proporcionan métodos para manipular la fagocitosis de los tumores sélidos.

[0014] Como se describe en el presente documento, las células madre o progenitoras hematopoyéticas estan
protegidas de la fagocitosis en circulacién proporcionando un animal huésped con una molécula mimética CD47, que
interactia con SIRPa en células fagociticas, tales como, macréfagos, y disminuye la fagocitosis. EI mimético de
CD47 puede ser CD47 soluble; CD47 recubierto en la superficie de las células a ser protegida, un mimético de CD47
gue se une a SIRPa en el sitio de unién a CD47, y similares. En algunos casos, CD47 se ofrece como una proteina
de fusién, por ejemplo CD47 soluble fusionado a un fragmento Fc, por ejemplo, IgG1 Fc, 1IgG2 Fc, Ig A Fc etc.

[0015] En la invencion, las células tumorales, por ejemplo, células de tumores sdlidos, las células de leucemia, etc.
son objeto de la fagocitosis mediante el bloqueo de CD47 en la superficie celular. Se muestra que las células de
leucemia, en particular las células de AML, evadir la vigilancia de los macréfagos por la regulacion positiva de la
expresion de CD47. La administracion de agentes que enmascaran la proteina CD47, por ejemplo anticuerpos que
se unen a CD47 y previenen la interaccion entre CD47 y SIRPa se administran a un paciente, lo que aumenta el
aclaramiento de las células de AML a través de la fagocitosis. En otros aspectos, un agente que enmascara CD47
se combina con anticuerpos monoclonales dirigidos contra uno o mas marcadores de, por ejemplo AMLSC, por
ejemplo, CD96, y similares, que pueden ser composiciones sinérgicas en el aumento de la fagocitosis y la
eliminacion de AMLSC en comparacién con el uso de agentes individuales. En otras formas de realizacion, las
células de tumores soélidos son objeto de la fagocitosis mediante el bloqueo de CD47 presente en la superficie
celular.

[0016] En otra realizacion, se proporcionan métodos para la orientacion o agotar las células madre del cancer de
AML, el método comprende la puesta en contacto de una poblacién de células, por ejemplo, sangre de un paciente
con leucemia, con un reactivo que se une especificamente CD47 con el fin de orientar o agotar AMLSC. En ciertos
aspectos, el reactivo es un anticuerpo conjugado a un agente citotoxico, por ejemplo, is6topo radioactivo, agente
guimioterapéutico, toxina, etc. En algunas realizaciones, el agotamiento se realiza en una poblacién de células ex
vivo, por ejemplo la purga de productos de células madre aut6logas (moviliza la sangre periférica 0 médula ésea)
para su uso en el trasplante autdlogo en pacientes con leucemia mieloide aguda. En otra realizacién, se
proporcionan métodos para atacar a las células cancerosas de un tumor sélido en un sujeto humano mediante la
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administracion de un anticuerpo contra CD47 para el sujeto.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0017] Figura 1. Analisis FACS de expresion HSC humana y CD47 progenitora de sindrome mielodisplasico (MDS,
azul), leucemia mielégena croénica, fase acelerada (CML AP, verde) y la médula 6sea normal (rojo). Figura 2. ET vs
PV. Analisis de FACS de expresién CD47 por trastornos mieloproliferativos humanos, tales como trombocitemia
esencial (ET, azul) y la policitemia vera (PV, verde) HSC, progenitoras y de linaje de células positivas en
comparacion con la médula 6sea humana normal (rojo).

La Figura 3A. Perfiles progenitores de médula ésea normal (izquierda), mielofibrosis post-policitemia con metaplasia
mieloide (PPMM) y CML crisis blastica. La Figura 3B. El analisis FACS de la médula 6sea humana normal (rojo)
frente UMPD (verde) frente a PV (azul=ML) frente atipica CML (naranja), HSC, células positivas de linaje
progenitoras y la expresién de CDA47.

Figura 4. El aumento de expresion de CD47 a progenitores CMML (azul) en comparacion con la médula dsea
normal (rojo) con la progresion de la enfermedad.

Las figuras 5A-5B. (A) Perfiles Progenitores de médula 6ésea normal (izquierda) frente a la AML (derecha). (B)
Analisis FACS de la médula 6sea humana normal (rojo) frente a AML (azul) HSC, progenitor y la expresion células
positivas de linaje CD47 (explosion).

Figura 6. CD47 esta mas altamente expresada en la AML LSC En comparacion con sus contrapartes normales. A.
Expresion CD47 relativa en médula 6sea normal HSC (Lin-CD34+CD38-CD90 +) y MPP (Lin-CD34+CD38-CD90-
CD45RA), asi como LSC (Lin-CD34+CD38-CD90-) y células de leucemia mayores a partir de muestras de AML
humanas se determiné por citometria de flujo. Intensidad media de fluorescencia se normalizé para el tamafio celular
y contra las células positivas de linaje para tener en cuenta para el analisis en dias diferentes. La misma muestra de
médula ésea normal (rojo, n=3) o AML (azul, n=13) se indica mediante el mismo simbolo en las diferentes
poblaciones. Las diferencias entre la media de expresion de HSC con LSC (p=0,003), HSC con leucemia mayor
(p=0,001), el MPP con LSC (p=0,004), y el MPP con leucemia mayor (p=0,002) fueron estadisticamente
significativas utilizando una prueba t de estudiante de 2 lados. La diferencia entre la media de expresion de la AML
LSC en comparacion con AML mayor no fue estadisticamente significativa con p=0,50 mediante la prueba t de
estudiante en 2 lados. B. Caracteristicas clinicas y moleculares de las muestras de AML humanas primarias
manipuladas in vitro y/o in vivo.

Figura 7. Anti-CD47 de anticuerpos in vitro de macréfagos estimula la fagocitosis de AML LSC primaria humana.
AML LSC se purificaron mediante FACS a partir de dos muestras de AML humanas primarias, marcadas con el
colorante fluorescente CFSE y se incub6 con macrofagos derivados de médula ésea de raton, ya sea en presencia
de un control de isotipo (A) o el anticuerpo anti-CD47 (B). Estas células se evaluaron por microscopia de
inmunofluorescencia para detectar la presencia de LSC marcado con fluorescencia dentro de los macréfagos. (C) Se
determind el indice de fagocitosis para cada condicion mediante el calculo del nimero de células ingeridas por 100
macréfagos.

La Figura 8A-C. Anticuerpos monoclonales dirigidos contra fagocitosis preferentemente habilitada de CD47 humano
de AML LSC humana por macréfagos humanos y de ratén. AML LSC etiquetada con A, B. CFSE se incubaré con los
macréfagos humanos periféricos derivados de la sangre (A) o macréfagos derivados de médula 6sea de ratén (B) en
la presencia de control de isotipo IgG1, anti-CD45 IgG1, o anticuerpo anti-CD47 IgG1 (B6H12.2). Estas células se
evaluaron por microscopia de inmunofluorescencia para detectar la presencia de LSC marcado con fluorescencia
dentro de los macréfagos (indicado por flechas). C. AML LSC etiquetado con CFSE o médula 6sea normal CD34+
de las células se incubaron con macréfagos humanos (izquierda) o de ratén (derecha) en presencia de los
anticuerpos indicados y luego evaluados para la fagocitosis por microscopia de inmunofluorescencia. Se determiné
el indice fagocitico para cada condicidon mediante el calculo del nimero de células ingeridas por 100 macrofagos.
Para AML LSC, las diferencias entre isotipo o anticuerpo anti-CD45 con bloqueo anti-CD47 tratamiento con
anticuerpos (B6H12.2 y BRIC126) fueron estadisticamente significativas con p <0,001 para todas las comparaciones
por pares con los macréfagos humanos y de raton. Para los macréfagos humanos, las diferencias entre AML LSC y
las células normales CD34+fueron estadisticamente significativas para B6H12.2 (p <0,001) y BRIC126 (p=0,002).

Figura 9. anti-CD47 anticuerpo estimula la fagocitosis de macréfagos in vitro de AML LSC humana primaria. AML
LSC se purificaron por FACS de cuatro muestras de AML humanas primarias, marcado con el colorante fluorescente
CFSE y se incub6 con los macréfagos de sangre periférica humana, ya sea en presencia de un control de isotipo,
isotipo anti-CD45, o un anticuerpo anti-CD47. (A) Estas células se evaluaron por microscopia de
inmunofluorescencia para detectar la presencia de LSC-marcado con fluorescencia dentro de los macréfagos. Se
determiné el indice fagocitico para cada condicion mediante el calculo del nimero de células ingeridas por 100
macréfagos. (B) Los macrofagos se cosecharon, se tifieron con un anticuerpo anti-macréfagos humano marcado con
fluorescencia, y se analizaron por citometria de flujo. hMac+eventos dobles positivos CFSE+identifican los
macréfagos que tienen LSC etiquetado con CFSE fagocitado. Cada muestra esta representada por un color
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diferente.

Figura 10A-B: Un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47 humano inhibe injerto AML LSC in vivo. Tres muestras
de AML human primario se incubaron con el control de isotipo 1gG1, anti-CD45 IgG1, o anticuerpo anti-CD47 IgG1
(B6H12.2) antes del trasplante en ratones NOG recién nacidos. Una porcion de las células se analizé para el
recubrimiento por tincion con un anticuerpo anti-lgG de ratén secundario y se analizd6 mediante citometria de flujo
(A). 13 semanas después, los ratones fueron sacrificados y la médula 6sea se analiz6 para el porcentaje de células
de leucemia mieloide CD45 humano+CD33+por citometria de flujo (B). La diferencia en el injerto medio entre las
células anti-CD47-revestido e isotipo (p <0,001) y anti-CD45 (p=0,003) células recubiertas fue estadisticamente
significativa.

Figura 11. CD47 esta regulada positivamente en la leucemia mieloide aguda murina. parcelas madre y progenitoras
tipicas se muestran para las células hMRP8hcl2 hMRP8hbcl2 leucémicas en comparacion con los animales de control
no leucémicos. Células Lin- c-Kit+Sca-1+cerradas de la médula ésea de control (a) y el bazo leucémico (b) y Lin- c-
Kit+ Sca-1+ células cerradas de la médula ésea de control (c) y el bazo leucémico (d) demuestran pertuberancias en
la hematopoyesis normal en ratones leucémicos. La frecuencia se muestra como un porcentaje de la totalidad de la
fraccion mononuclear de la médula 6sea o bazo. (e) RT-PCR cuantitativa muestra que CD47 esta regulada
positivamente en las células BM leucémicas. Los datos se muestran a partir de 3 series de ratones transplantados
con células BM hRMP8bcrabl x hMRP8bcl2 leucémicas o control y después sacrificados 2 a 6 semanas mas tarde.
Los resultados fueron normalizados a beta-actina y la expresion de 18S rRNA. Se determiné doble cambio con
respecto a células enteras Bcl-2+BM trasplantadas al control. Las barras de error representan 1 S. D. (F) Los
histogramas muestran la expresion de CD47 en las poblaciones cerradas para los ratones leucémicos (gris) y de
control (negro).

Figura 12. La expansion GMP y la regulacion positiva CD47 en la leucemia mieloide humana. a) graficos FACS
representativos de los progenitores mieloides (CD34+CD38+Lin-), incluyendo los progenitores mieloides comunes
(CMP), progenitores megacariocitos-eritroides (MEP) y progenitores de granulocitos y macréfagos (GMP) presentes
en la médula ésea normal (BM) frente a CMLa, BC CML y AML. b) histogramas comparativos FACS de expresion
CDA47 por leucemia mielégena normal (rojo; n=6) y aguda (AML, azul; n=6) de las células madre hematopoyéticas
(HSC; CD34+CD38-CD90+Lin-) y progenitores (CD34+CD38+Lin-). c¢) histogramas comparativos FACS de la
expresion CD47 por normal (rojo) y las células madre hematopoyéticas de la leucemia mielégena cronica (HSC;
CD34+CD38-CD90+Lin) y progenitores comprometidos (CD34+CD38+Lin-). Panel superior: Normal (n=7) frente a
CML crénica fase (n=4) HSC, progenitores y células positivas de linaje. El panel medio: Normal (n=7) frente a la
eliminacion acelerada de CML (n=7) HSC, progenitores y células positivas del linaje. Panel inferior: Normal (n=7)
frente a la crisis de explosion CML (n=4) HSC, progenitores y células positivas del linaje.

Figura 13. La sobreexpresion de CD47 murino aumenta tumorigenicidad de células MOLM-13. a) células MOLM-13
fueron transducidas con virus de control o forma de CD47 ADNc murino 2 que expresa virus. Las lineas celulares
resultantes, denominadas Tet o Tet-CD47, se trasplantaron competitivamente en RAG/ ratones deficientes de
cadena gamma comun con células no transducidas MOLM-13 (5x105 Tet (n=6) o Tet-47 (n=8) células con 5x10°
MOLM-13). Los ratones se analizaron para GFP y quimerismo CD45 humano cuando moribundo. b) MOLM-13
quimerismo en los tejidos hematopoyéticos se determiné por quimerismo CD45 humano y la medicion de tamafio de
la lesion tumoral. c) La supervivencia de los ratones trasplantados competitivamente con MOLM-13 mas Tet o
células MOLM-13 mas Tet-CD47 se traz6. Los ratones de control murieron de gran carga tumoral en el sitio de la
inyeccion, pero no tenia el injerto en los tejidos hematopoyéticos. d) secciones de hematoxilina y eosina de Tet-
CD47 MOLM- 13 hl’%ado trasplantado (200x). Periportal (flecha) y la infiltracion de tumor sinusoidal (punta de flecha)
es evidente. e) 1x10° Tet (n=5) o Tet-CD47 MOLM-13 (n=4) se inyectaron las células en el fémur derecho de ratones
RAG?2 -/-, Gc -/- y los tejidos se analizaron 50-75 dias mas tarde y se determiné el quimerismo de células MOLM-13
en la médula 6sea. f) la curva de supervivencia de los ratones trasplantados intrafemoralmente Tet o células Tet-
CD47 MOLM-13. g) Los ejemplos de la formacion de tumores de higado y hepatomegalia en Tet-CD47 MOLM-13 en
comparacion con ratones trasplantados ratones trasplantados de control. Fluorescencia GFP demuestra la formacién
de nddulos tumorales, asi como infiltracion difusa.

Figura 14. Sobre-expresion CD47 impide la fagocitosis de células vivas no opsonizadas MOLM-13. a) las células Tet
0 Tet-CD47 MOLM-13 se incubaron con macrofagos derivados de médula 6sea (BMDM) para 2, 4, o 6 horas y se
determind el indice fagocitico. Las barras de error representan 1 S. D. (N=6 para cada punto de tiempo). b) Analisis
FACS de BMDMs incubaron con células CD47-Tet Tet o. c) Las fotomicrografias de BMDMs incubadas con Tet o
Células MOLM-13 Tet-CD47 alas 2 y 24 horas (400X). d) células Tet o Tet-CD47 MOLM-13 fueron trasplantadas en
RAG2 -/-, GC -/- ratones y 6sea, el bazo y los macréfagos del higado se analizaron 2 horas mas tarde. GFP+fraccion
de los macréfagos son cerrados. Los resultados son representativos de 3 experimentos.

Figura 15. Una expresién mas alta de CD47 en células MOLM-13 se correlaciona con potencial tumorigénico y la
evasion de la fagocitosis. a) células Tet-CD47 MOLM-13 se dividieron en clones de expresion alta y baja como se
describe. Histogramas muestran la expresion de CD47 en MOLM-13 alta (negro), MOLM-13 bajo (gris), y células de
médula O6sea de raton (sombreadas). Valor obtenido para el MFI/FSC2 (x10g) se muestran. b) A los ratones
trasplantados con células MOLM-13 CD47" se les dio doxiciclina durante 2 semanas. Los histogramas muestran el
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nivel de expresion CD47 en ratones no tratados (sombreado) y tratados (sombreados), con los valores de MFI/FSC2
(x109) indicé. c) La supervivencia de RAG2 -/-, GC -/- ratones trasplantados con 1 x 10° cD47", CD47° células
MOLM-13, 0 CD47" Células MOLM-13 con la administracion de doxiciclina después de 2 semanas post-trasplante.
d) hl’qado y el bazo tamafio de los ratones a la necropsia o 75 dias después del trasplante con 1 x 10° cD47",
CDA47° células MOLM-13, o Células MOLM-13 CD47" con la administracién de doxiciclina después de 2 semanas
post-trasplante. e) de la médula 6sea y el bazo quimerismo de las células humanas en ratones a la necropsia o 75
dias después del trasplante con 1 x 10° CD47", CD47"° células MOLM-13, o células MOLM-13 CD47° con la
administracion de doxiciclina después de 2 semanas post-trasplante. f) la expresion de CD47 murino en Células
MOLM-13 CDA47° injerto de médula 6sea (abierta) en comparacién con la linea celular original (sombreada). Los
valores de MFI/FSC2 (x109) se indican. g) 2,5 x 10° CD47" o Células MOLM-13 _CD47'° se incubaron con 5 x 10*
BMDMs durante 2 horas. Se muestra el indice de fagocitosis. h) 2,5 x 10° CD47" RFP y CD47"° MOLM-13 células
GFP se incubaron con 5 x 10* BMDMs durante 2 horas. El indice de fagocitosis se muestra para tres muestras
separadas para CD47" RFP (rojo) y CD47"° MOLM-13 GFP (verde) células. i) 2,5 x 10° CD47" RFP y CD47° MOLM-
13 GFP células se incubaron con 5 x 10* BMDMs durante 24 horas. Microfotografias muestran campo claro (arriba a
la izquierda), RFP (arriba a la derecha), GFP (parte inferior izquierda), y se fusionaron (abajo a la derecha)
iméagenes.

Figura 16. a) FACS analisis de la expresién CD47 de la Fas no-leucémica Ipr/lpr h(MRP8bcl-2 (azul) y Fas leucémica
Ipr/lpr hMRP8bcl-2 (verde) de células madre de médula 6sea hematopoyética (c-kit+Sca+Lin-), los progenitores
mieloides (c-kit+CEA-Lin-) o blastos (c-kit lo Sca-Lin). b) la médula ésea de ratén fue transducida con retrovirus que
contiene p210 bcr/abl como se describid anteriormente®®. Los ratones se sacrificaron cuando moribundos y se
analizaron los bazos. Se muestra la expresion de CD47 en las células +c-Kit + Mac-1 en los bazos de dos ratones
leucémicos (histogramas sombreados) y médula dsea de un ratdn de tipo silvestre (histograma sombreado). c) Los
histogramas muestran la expresion de CD47 en las poblaciones cerradas para los ratones leucémicos hMRP8bcrabl
x hMRP8bcl2 (rojo), hMRP8hbcl2 no leucémico (azul) y ratones de tipo silvestre (verde). CD47 se tifidé usando
conjugado con FITC anti-raton CD47 (Pharmingen).

Figura 17. Se muestra a) La expresion de CD47 humana (histogramas negros) en lineas celulares de leucemia
humana y sangre del corddon umbilical de células madre hematopoyéticas. Tincion de control de isotipo se muestra
en gris. b) CD47 IMF sobre el fondo se normalizé al tamafio de la celda de dividir por FSC2. El valor obtenido para
cada tipo de célula se muestra por encima de la barra. c) Las células HL-60 se injertan 6sea médula de ratén. Se
inyectaron 5 x 10° células por via intravenosa en RAG2 -/-, Gc -/- de los animales y los ratones se analizaron 4
semanas mas tarde. d) Las células fueron tefiidas con CFSE y co-cultivadas con BMDM. Eventos fagociticos se
contaron después de 2 h. Para la irradiacion, las células Jurkat se les dio una dosis de 2 Gray y se incubaron
durante 16 h antes del ensayo de fagocitosis.

Figura 18. (a) El andlisis de las células madre y progenitoras de la médula 6sea de IAP +/+, IAP +/-, y IAP -/-
ratones. Las células madre (izquierda) son cerradas en células Sca-1+ de linaje- c-kit+. Progenitores mieloides
(derecha) son cerrados en linaje- c-Kit+CEA-1+células. Frecuencia en toda la médula 6sea se muestra junto a cada
poblacion cerrada. (b) la produccién de colonias en el dia 7 de forma individual LT-HSC ordenadas. G-granulocitos,
M-macrofago, GM-granulocitos y macrofagos, granulocitos GEMM-cito, macréfagos, eritroides y megacariocitos,
Meg-megacariocitos. (c) Curva de supervivencia de los ratones receptores da una dosis de radiacion de 9,5 Gray y
trasplantados con las células que se muestran. Los ratones de control de radiacién murieron dentro de 12-15 dias.
n=5 para cada grupo. (d) Ejemplos de graficos de quimerismo CD45,1/CD45,2 a las 4 semanas post-trasplante.
Ratones CDA45,1 fueron trasplantados con 50 LT-HSC (CD45.2) y 2 x 10° CD45,1 ayudante 6sea. Las células son
cerradas en B220- CD3 Mac-1+dispersion lateral mediados/hi células. IAP -/- células no logran injertar. () Resumen
del andlisis quimerismo de ratones transplantados con o bien 50 o 500 IAP +/+ o IAP -/- células. (f) IAP +/+ o IAP -/-
células enriquecidas c-Kit se incubaron con el tipo silvestre BMDM. Los resultados indican indice fagocitico medio
calculado a partir de tres muestras separadas. Las barras de error representan 1 s. d. (g) las fotomicrografias de
ensayos de fagocitosis tomadas después de 2 horas. Se muestra el genotipo de las células enriquecidas -Kit.

Figura 19. (a) Los ratones fueron movilizados con Cy/G y la médula ésea se analizé en el dia 2. El nivel de expresion
de CD47 en c-kit+células se muestra. (b) Progenitoras mieloides y el tallo puertas de células se muestran para
médula 6sea del dia 2 movilizado. Histogramas de nivel izquierda muestran la expresion de CD47 en la médula LT-
HSC y GMP para el estado estacionario (histograma sombreado), el dia 2 movilizado (linea de color negro), y el dia
5 movilizado (linea gris). (c) IFM relativa de CD47 de GMP en los dias 0-5 de Cy/G movilizacion. Los resultados se
normalizaron para que el estado de equilibrio GMP eran igual a 100. (d) progenitoras mieloides y el tallo puertas de
células se muestran para el dia 2 de médula 6sea tratamiento post-LPS. Los histogramas muestran el nivel de
expresion de CD47 en el dia 2 post-LPS (linea de color negro), el dia 5 post-LPS (gris oscuro histograma
sombreado), el estado de equilibrio (gris claro histograma sombreado), e IAP -/- (negro histograma sombreado) LT
HSC y GMP. (e) Evaluacién de las células KLS en los drganos hematopoyéticos de IAP +/+ y IAP -/- ratones
movilizados en los dias 2 a 5. Dos ratones se analizé por genotipo por dia.

Figura 20. (a) Nivel de expresion de CD47 de IAP +/+, IAP +/-, e IAP -/- LT-HSC. Los nimeros que se muestran son

la IMF para cada grupo. (b) Andlisis de los donantes para los trasplantes de quimerismo IAP +/+ (arriba) o IAP +/-
(abajo) ratones. Los ratones se sangraron a 2, 8, y 40 semanas después del trasplante. 2 x 10° células donantes
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fueron trasplantadas a receptores irradiados congénicos sub-letales.

Figura 21A-D: Identificacion y separacion de Progenitores normales y leucémicos desde el mismo paciente en
funcién de expresion diferencial CD47. A. Expresién CD47 en la fraccion enriquecida en LSC Lin- CD34+CD38 de
espécimen SUO008 fue determinado por citometria de flujo. Las células que expresan CcD47"- y CcDA47"
identificaron y se purificaron usando FACS. Los paneles de la izquierda son cerrados en las células de Ilnaje
negativo, mientras que los paneles de la derecha son cerrados en las células CD34+Lin-CD38-. B. Las células Lin-
CD34+CD38-CD47"° y Lin-CD34+CD38- CD47" se sembraron en metilcelulosa completa, capaz de soportar el
crecimiento de todas las colonias mieloides. 14 dias mas tarde, la formacion de colonias mieloides se determin6 por
evaluacion morfologlca Se presentan representante CFU-G/M (izquierda) y BFU-E (derecha). C. Las células
CD34+Lin-CD38 CDA47" se trasplantaron en ratones recién nacidos NOG 2. 12 semanas después, los ratones fueron
sacrificados y la médula 6sea se analizaron para la presencia de células mieloides CD45+CD33+ humano y células
CD45+ humanas CD19+ por citometria de flujo linfoides. D. HSC normales de la médula 6sea, células de leucemia
SU008 a granel, las células Lin-CD34+CD38- CD47", las células Lin-CD34+CD38-CD47", o células CD45+ humanas
purificadas a partir de la médula 6sea de ratones injertados con Lin- CD34+CD38- CDA47" se evaluaron las células
para la presencia de la mutacién FLT3-ITD por PCR. El FLT3 de tipo silvestre y los productos de FLT3 ITD se
indican.

Figura 22: Aumento de la expresion de CD47 en la AML humana se asocia con resultados clinicos pobres. Libre de
eventos (A, C) y en general (B, D) la supervivencia de 132 pacientes con AML con citogenética normal (A, B) y el
subgrupo de 74 pacientes sin la mutacion FLT3-ITD (C, D). Los pacientes fueron estratificados en baja CD47 y
CDA47 grupos de expresion altos basados en un umbral 6ptimo (28% alto, 72% bajo) determinado por el andlisis de
microensayos de un conjunto de datos de formacion independiente. Las medidas de significacion se basan en
estimaciones de probabilidad logaritmicas del valor p, cuando se trata el modelo con expresion de CD47 como una
clasificacion binaria.

Figura 23A-E: Un anticuerpo monoclonal contra CD47 humano dirigido Elimina AML in vivo. Ratones NOG recién
nacidos fueron trasplantados con AML LSC, y 8-12 semanas mas tarde, la sangre periférica (A, B) y la médula ésea
(CE) se analizaron para el injerto de linea de base antes del tratamiento con anti-CD47 (B6H12.2) o anticuerpo de
control IgG (Dia 0). Los ratones fueron tratados con 100 microgramos diarios inyecciones intraperitoneales durante
14 dias, al final del cual, se sacrificaron y la sangre periférica y la médula 6sea se analizaron para el porcentaje de
leucemia humana CD45+CD33+. A. Quimerismo leucémico humano pre y post-tratamiento en la sangre periférica de
anticuerpo anti-CD47 representante y el control de los ratones tratados IgG como se determindé mediante citometria
de flujo. B. Resumen de quimerismo leucémico humano en la sangre periférica evaluada en varios dias durante el
curso del tratamiento demostré la eliminacion de la leucemia en los ratones tratados con anticuerpos anti-CD47 en
comparacion con el tratamiento de control IgG (p=0,007). C. Quimerismo leucémico humano pre y post-tratamiento
en la médula 6sea a partir del anticuerpo anti-CD47 representativo o ratones IgG de control-tratado como se
determiné mediante citometria de flujo. D. Resumen de quimerismo leucémico humano en la médula dsea en el dia
14 con relacion al dia 0 demostré una reduccion dramatica en la carga leucémica en ratones anti-CD47 de
anticuerpo tratado en comparacion con el tratamiento de control IgG (p <0,001). E. Secciones H&E de las cavidades
de la médula 6sea del raton representativo de ratones injertados con SU004 post-tratamiento con cualquiera de los
controles de IgG (1,2) o paneles anti-CD47 de anticuerpos (paneles 4,5). Las médulas tratadas con IgG estaban
llenas de blastos leucémicos monomorfas, mientras que los tuétanos anti-CD47 tratados eran poco celulares, lo que
demuestra la eliminacion de la leucemia humana. En algunos ratones tratados con anticuerpos anti-CD47-que
contenian la leucemia residual, se detectaron los macréfagos que contienen células fagocitadas picnoticas, la
captura de la eliminacion de la leucemia humana (paneles de 3,6 flechas).

Figura 24. Aumento de la expresion CD47 predice la supervivencia global peor en DLBCL y cancer de ovario. (A)
Una cohorte de 230 pacientes con linfoma de células B grandes difusas (p=0,01). (B) Una cohorte de 133 pacientes
con estadio avanzado (Ill/IV) El carcinoma de ovario (p=0,04).

Figura 25: Anticuerpo anti-CD47 permite la fagocitosis de las células madre de tumores sélidos in vitro. Las células
indicadas se incubaron con los macrofagos humanos en presencia de isotipo IgG1, anti-HLA, o anticuerpos anti-
CD47 y el indice de fagocitosis se determind por microscopia de inmunofluorescencia. Estadisticas: células
cancerosas de vejiga IgG1 isotipo en comparacion con anti-HLA (p=0,93) y anti-CD47 (p=0,01); normal de la vejiga
urotelio isotipo IgG1 en comparacién con anti-HLA (p=0,50) y anti-CD47 (p=0,13); células de cancer de ovario isotipo
IgG1 en comparacién con anti-HLA (p = 0,11) y CD47 anti- (p <0,001). Cada punto de datos individual representa un
tumor distinto o muestra de tejido normal.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES

[0018] Se proporcionan métodos para manipular las células hematopoyéticas, incluyendo las células madre
hematopoyéticas circulantes. La invencién proporciona un inhibidor de CD47 para su uso en un método de
tratamiento del cancer mediante el aumento de la fagocitosis de las células tumorales que viven en un sujeto
humano, en el que dicho inhibidor es un anticuerpo que se une CD47 en la superficie de una célula tumoral de estar
y de ese modo impide la union de dicha CD47 a un receptor SIRPa en la superficie de una célula fagocitica, la
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orientacion de este modo la célula tumoral viva para la fagocitosis. En algunas realizaciones, las células de leucemia
son objeto de la fagocitosis mediante el bloqueo de CD47 en la superficie celular. En otras formas de realizacion, las
células de tumores sélidos son objeto de la fagocitosis mediante el bloqueo de CD47 en la superficie celular. En otra
realizacién, se proporcionan métodos para la orientacion o el ozono células madre de cancer de AML, el método
comprende poner en contacto células de la sangre reactivo con un anticuerpo que se une especificamente CD47
con el fin de orientar o agotar AMLSC. En otra realizacion, se proporcionan métodos para atacar a las células
cancerosas de un tumor sélido en un sujeto humano mediante la administraciéon de un anticuerpo contra CD47 para
el sujeto.

[0019] Antes de que la presente invencidn se describe adicionalmente, es de entenderse que esta invencién no esta
limitada a las realizaciones particulares descritas, como tal, puede, por supuesto, variar. Es de entenderse también
gue la terminologia usada en este documento es para el propésito de describir solamente realizaciones particulares,
y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencién estard limitado Unicamente por las
reivindicaciones adjuntas.

[0020] Cuando se proporciona un rango de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte de
la unidad del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior
de ese rango y cualquier otro establecido o valor intermedio en ese intervalo establecido, se engloba dentro de la
invencioén. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en
los intervalos mas pequefios y también estan comprendidos dentro de la invencion, sujeto a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos de los limites,
los intervalos que excluyen cualquiera o ambos de esos limites incluidos estan también incluidos en la invencion.

[0021] Los métodos citados en esta memoria pueden llevarse a cabo en cualquier orden de los eventos citados que
es légicamente posible, asi como el orden enumerado de eventos.

[0022] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento
tienen el mismo significado que se entiende comUnmente por un experto ordinario en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Aunque cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este
documento también se pueden usar en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen ahora los
métodos y materiales preferidos.

[0023] Todas las publicaciones mencionadas en este documento dan a conocer y describir los métodos y/o
materiales en relacion con los cuales se citan las publicaciones.

[0024] Hay que sefialar que, como se usa aqui y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una”,
y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se observa, ademas, que
la solicitud pueda ser redactada para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta declaracién pretende servir

como base antecedente para el uso de dicha terminologia exclusiva como “Unica”, “Unica” y similar en relacién con la
recitacion de elementos de la reclamacion, o el uso de una "limitacién negativa".

[0025] Las publicaciones descritas en el presente documento se proporcionan Unicamente para su descripcion antes
de la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en este documento debe interpretarse como una admision
de que la presente invencién no tiene derecho a antedatar dicha publicaciéon en virtud de invenciéon anterior.
Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales que
pueden necesitar ser confirmadas de forma independiente.

DEFINICIONES

[0026] Los polipéptidos de CD47. Las tres variantes de la transcripcion de CD 47 humano (variante 1, NM 001777; la
variante 2, NM 198793, y la variante 3, NM 001025079) codifican tres isoformas del polipéptido de CD47. CD47
isoforma 1 (NP 001768), la méas larga de las tres isoformas, es de 323 aminoacidos de longitud. CD47 isoforma 2
(NP 942088) es de 305 aminoacidos de longitud. CD47 isoforma 3 es de 312 aminoacidos de longitud. Las tres
isoformas son idénticos en secuencia en los primeros 303 aminoacidos. Los aminoacidos 1-8 comprenden la
secuencia sefial, los aminoacidos 9-142 comprenden la inmunoglobulina CD47 como de dominio, que es el
fragmento soluble, y los aminoacidos 143 a 300 es el dominio transmembrana.

[0027] "Miméticos" CD47 incluyen moléculas que funcionan de manera similar a CD47 mediante la unién y la
activacion de receptor SIRPa. Las moléculas utiles como miméticos de CD47 incluyen derivados, variantes y
fragmentos biolégicamente activos de origen natural CD47. Un polipéptido "variante" significa un polipéptido
biolbgicamente activo como se define a continuacion que tiene menos de 100% de identidad de secuencia con un
polipéptido de secuencia nativa. Tales variantes incluyen polipéptidos en los que uno o mas residuos de
aminoacidos se afiaden en el extremo N- o C-terminal de, o dentro de, la secuencia nativa; desde aproximadamente
uno a cuarenta amino se eliminan los residuos de acido, y opcionalmente sustituidos por uno o mas residuos de
aminoacidos; y derivados de los polipéptidos anteriores, en el que un residuo de aminoacido ha sido modificado
covalentemente de forma que el producto resultante tiene un aminoacido de origen no natural. Ordinariamente, una
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variante biolégicamente activa tendra una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90% de
identidad de secuencia de aminoacidos con un polipéptido de secuencia nativa, preferiblemente al menos
aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 99%. Los polipéptidos variantes pueden
ser de forma natural o no natural glicosilada, es decir, el polipéptido tiene un patrén de glicosilacion que difiere del
patrén de glicosilacion encontrado en la proteina natural correspondiente. Los polipéptidos variantes pueden tener
modificaciones postraduccionales que no se encuentran en la proteina CD47 natural.

[0028] Los fragmentos de la CD47 soluble, particularmente fragmentos biolégicamente activos y/o fragmentos
correspondientes a dominios funcionales, son de interés. Los fragmentos de interés seran tipicamente de al menos
aproximadamente 10 aa a al menos aproximadamente 15 aa de longitud, habitualmente al menos aproximadamente
50 aa de longitud, pero por lo general no excede de alrededor de 142 aa de longitud, donde el fragmento tendra un
tramo de aminoécidos que es idéntica a CD47. Un fragmento "al menos 20 aa de longitud”, por ejemplo, pretende
incluir 20 o mas aminoéacidos contiguos de, por ejemplo, el polipéptido codificado por un ADNc para CD47. En este
contexto, "aproximadamente" incluye el valor recitado en particular o un valor superior o inferior en varios (5, 4, 3,2 6
1) aminoécidos. Las variantes de proteinas descritas en este documento son codificados por polinucledtidos que
estan dentro del alcance de la invencién. El cédigo genético se puede utilizar para seleccionar los codones
apropiados para construir las variantes correspondientes. Los polinucle6tidos pueden ser utilizados para producir
polipéptidos, y estos polipéptidos se pueden usar para producir anticuerpos por métodos conocidos.

[0029] Un polipéptido de "fusion” es un polipéptido que comprende un polipéptido o porcion (por ejemplo, uno o mas
dominios) del mismo fusionado o unido a un polipéptido heterélogo. Una proteina de CD47 soluble de fusion, por
ejemplo, compartira al menos una propiedad biolégica en comun con un polipéptido CD47 soluble secuencia nativa.
Los ejemplos de polipéptidos de fusién incluyen inmunoadhesinas, como se describe anteriormente, que combinan
una porcion del polipéptido CD47 con una secuencia de inmunoglobulina, y los polipéptidos de epitopo etiquetado,
que comprenden un polipéptido CD47 soluble o parte del mismo fusionado a un "polipéptido etiqueta". El polipéptido
etiqueta tiene suficientes residuos para proporcionar un epitopo contra el que un anticuerpo se puede hacer, sin
embargo, es lo suficientemente corto de manera que no interfiere con la actividad bioldgica del polipéptido CD47.
Los polipéptidos etiqueta adecuados tienen generalmente al menos seis residuos de aminoacidos y habitualmente
entre aproximadamente 6-60 residuos de aminoacidos.

[0030] Un "derivado funcional" de un polipéptido de secuencia nativa es un compuesto que tiene una propiedad
bioldgica cualitativa en comudn con un polipéptido de secuencia nativa. "Derivados funcionales" incluyen, pero no se
limitan a, los fragmentos de una secuencia nativa y derivados de un polipéptido de secuencia nativa y sus
fragmentos, siempre que tengan una actividad biolégica en comin con un polipéptido de secuencia nativa
correspondiente. El término "derivado” abarca tanto las variantes de secuencia aminoacidica de polipéptidos y
modificaciones covalentes de los mismos. Derivados y fusion de CD47 soluble encuentran uso como moléculas
miméticas de CD47.

[0031] Los primeros 142 aminoéacidos del polipéptido CD47 comprenden la region extracelular de CD47 (SEQ ID
NO: 1). Las tres isoformas tienen secuencia de aminoacidos idéntica en la region extracelular, y por lo tanto ninguna
de las isoformas se pueden utilizar para generar CD47 soluble. "CD47 soluble" es una proteina de CD47 que carece
del dominio de transmembrana. CD47 soluble se secreta fuera de la célula que expresa que en lugar de estar
localizado en la superficie celular. CD47 soluble puede estar fusionado a otro polipéptido para proporcionar la
funcionalidad adicional, por ejemplo, para aumentar la estabilidad in vivo. Generalmente, tales parejas de fusion son
una proteina plasmatica estable que es capaz de extender la in vivo la vida media plasmatica de la proteina CD47
soluble cuando esta presente como una fusién, en particular en donde una proteina de plasma estable tal es un
dominio constante de inmunoglobulina. En la mayoria de los casos en que la proteina plasmatica estable se
encuentran habitualmente en una forma multimérica, por ejemplo, inmunoglobulinas o lipoproteinas, en el que los
mismos o diferentes cadenas de polipéptidos son normalmente disulfuro y/o no covalentemente unidos para formar
un polipéptido de cadena multiple montado. CD47 soluble fusionado a Ig G1 humana se ha descrito (Motegi S. et al
EMBO J. 22 (11):. 2634-2644).

[0032] las proteinas plasmaticas estables son proteinas que tipicamente tienen aproximadamente de 30 a 2000
residuos, que exhiben en su entorno nativo de una prolongada vida media en la circulacién, es decir, mayor que
aproximadamente 20 horas. Ejemplos de proteinas plasmaticas estables adecuadas son inmunoglobulinas,
albumina, lipoproteinas, apolipoproteinas y transferrina. La regién extracelular de CD47 es tipicamente fusionada a
la proteina de plasma en el extremo N-terminal de la proteina plasmatica o fragmento de la misma que es capaz de
conferir una vida media prolongada de la CD47 soluble. Los aumentos de mas de aproximadamente 100% en la vida
media plasmatica del CD47 soluble son satisfactorios.

[0033] Normalmente, la CD47 soluble se fusiona C-terminal a la N-terminal de la region constante de
inmunoglobulinas en lugar de la region variable (s) del mismo, sin embargo las fusiones N-terminales también
pueden encontrar uso. Tipicamente, tales fusiones retienen al menos bisagra funcionalmente activa, los dominios
CH2 y CH3 de la regién constante de una cadena pesada de inmunoglobulina, que las cadenas pesadas pueden
incluir IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, 1gG4, IgA, IgM, IgE, e IgD, por lo general uno o una combinacién de proteinas de la
clase IgG. Las fusiones también se realizan en el C-terminal de la porcion Fc de un dominio constante, o
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inmediatamente N-terminal al CH1 de la cadena pesada o la regién correspondiente de la cadena ligera. Esto se
logra normalmente mediante la construccién de la secuencia de ADN apropiada y expresandola en cultivo celular
recombinante. Alternativamente, los polipéptidos se pueden sintetizar de acuerdo con métodos conocidos.

[0034] El sitio preciso en el que se realiza la fusién no es critico; sitios particulares se pueden seleccionar con el fin
de optimizar la actividad bioldgica, la secrecién o las caracteristicas de uniéon de CD47. El sitio optimo se
determinara por mentacion ex rutina.

[0035] En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas hibridas se ensamblan como mondémeros, o hetero- u homo-
multimeros, y particularmente como dimeros o tetrameros. Generalmente, estas inmunoglobulinas ensambladas
tendran estructuras unitarias conocidas. Una unidad estructural basica de cuatro cadenas es la forma en la que
existen IgG, IgD, e IgE. Una unidad de cuatro cadenas se repite en las inmunoglobulinas de mayor peso molecular;
IgM existe generalmente como un pentdmero de unidades basicas de cuatro cadenas se mantienen juntas por
enlaces disulfuro. IgA inmunoglobulina, y de vez en cuando de inmunoglobulina IgG, también pueden existir en una
forma multimérica en el suero. En el caso de multimeros, cada unidad de cuatro cadenas puede ser la misma o
diferente.

[0036] Miméticos CD47 adecuados y/o proteinas de fusién pueden identificarse por investigacién de compuestos
mediante la deteccién de la capacidad de un agente para imitar la actividad biolégica de CD47. Una actividad
biolégica de CD47 es la activacion del receptor SIRPa en los macréfagos. Los ensayos in vitro pueden llevarse a
cabo como una primera pantalla de la eficacia de un agente candidato, y por lo general un ensayo in vivo se llevaran
a cabo para confirmar el ensayo biolégico. Agentes deseables son eficaces en el bloqueo temporal de la activacién
del receptor SIRPa. Agentes deseables son de naturaleza temporal, por ejemplo, debido a la degradacién bioldgica.

[0037] Ensayos in vitro de actividad biolégica CD47 incluyen, por ejemplo, la inhibicion de la fagocitosis de las
células de porcino por los macréfagos humanos, la union a receptor SIRP a, fosforilacién tirosina SIRP a, etc. Un
ensayo ejemplar para actividad bioldgica CD47 contacta una composicion de macréfagos humanos en presencia de
un agente candidato. Las células se incuban con el agente candidato durante aproximadamente 30 minutos y se
lisaron. El lisado de células se mezcla con anticuerpos SIRP a anti-humanos para inmunoprecipitar SIRP a. Las
proteinas precipitadas se resolvieron mediante SDS PAGE, después se transfirieron a nitrocelulosa y se sondaron
con anticuerpos especificos para fosfotirosina. Un agente candidato Gtil como mimético CD47 aumenta fosforilacion
tirosina SIRP a por al menos 10%, o hasta el 20%, o 50%, o 70% o 80% o hasta aproximadamente 90% en
comparacion con el nivel de fosforilacion observada en ausencia de agente candidato. Otro ensayo ejemplar para la
actividad biolégica CD47 mide la fagocitosis de las células hematopoyéticas por los macréfagos humanos. Un
agente candidato util como resultados miméticos CD47 en la regulacion por disminuciéon de la fagocitosis en al
menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 50%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, o hasta aproximadamente 90% en comparacién con el
nivel de fagocitosis observado en ausencia del agente candidato.

[0038] Polinucledtido que codifica CD47 soluble o soluble CD47-Fc se puede introducir en un vector de expresion
adecuado. El vector de expresion se introduce en una célula adecuada. Los vectores de expresion generalmente
tienen sitios de restriccidn convenientes situados cerca de la secuencia promotora para proporcionar la insercion de
secuencias de polinucleétidos. casetes de transcripcién se pueden preparar que comprende una region de
transcripcion de iniciacion, el gen CD47 o fragmento de la misma, y una region de terminacion de la transcripcion.
Los casetes de transcripcion pueden introducirse en una variedad de vectores, por ejemplo, plasmido; retrovirus, por
ejemplo, lentivirus; adenovirus; y similares, donde los vectores son capaces de mantenerse transitoria o
establemente en las células, por lo general por un periodo de al menos aproximadamente un dia, mas habitualmente
durante un periodo de al menos aproximadamente varios dias a varias semanas.

[0039] Las diferentes manipulaciones pueden llevarse a cabo in vitro o se pueden realizar en un huésped apropiado,
por ejemplo, E. coli. Después de cada manipulacién, la construccion resultante puede ser clonada, el vector aislado,
y el ADN controlado o secuenciado para garantizar la exactitud de la construcciéon. La secuencia puede ser
examinada por analisis de restriccidn, secuenciacion, o similares.

[0040] Soluble CD47 se puede recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes por métodos bien
conocidos incluyendo sulfato de amonio o precipitacion de etanol, extraccion con acido, cromatografia de
intercambio anidnico o catidnico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba,
cromatografia de afinidad, cromatografia de afinidad de proteinas G, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita y
cromatografia de lectina. Mas preferiblemente, se emplea cromatografia liquida de alto rendimiento ( "HPLC") para la
purificacién.

[0041] Soluble CD47 también pueden recuperarse a partir de: productos purificados de las células, ya sea
directamente aislados o cultivados; productos de procedimientos sintéticos quimicos; y productos producidos por
técnicas recombinantes a partir de un huésped procariota o eucariota, incluyendo, por ejemplo, bacterianas, de
levadura de plantas superiores, de insectos y células de mamiferos.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 582340 T3

[0042] Una serie de ensayos se puede ejecutar en paralelo con diferentes concentraciones para obtener una
respuesta diferencial a las diversas concentraciones. Como se conoce en la técnica, la determinacién de la
concentracion eficaz de un agente normalmente utiliza un intervalo de concentraciones resultantes de 1:10, o de otra
escala logaritmica, diluciones. Las concentraciones pueden ser mas refinadas con una segunda serie de diluciones,
en caso necesario. Tipicamente, una de estas concentraciones sirve como control negativo, es decir, a
concentracién cero o por debajo del nivel de deteccion del agente o en o por debajo de la concentracion de agente
que no reconocen un cambio detectable en la union.

[0043] Los compuestos de interés para la investigacion incluyen agentes biolégicamente activos de numerosas
clases quimicas, moléculas organicas principalmente, aunque también en algunos casos las moléculas inorganicas,
moléculas organometdlicas, inmunoglobulinas, proteinas CD47 quiméricas, proteinas relacionadas con CD47,
secuencias genéticas, etc. También de interés son moléculas organicas pequefias, que comprenden grupos
funcionales necesarios para la interaccion estructural con proteinas, particularmente enlaces de hidrégeno, y
tipicamente incluyen al menos una amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, con frecuencia al menos dos de los
grupos quimicos funcionales. Los agentes candidatos a menudo comprenden estructuras de carbono ciclicas o
heterociclicas y/o estructuras aromaticas o poliaromaticas sustituidas con uno o mas de los grupos funcionales
anteriores. Los agentes candidatos también se encuentran entre biomoléculas, incluyendo péptidos, polinucleétidos,
sacaridos, acidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas, derivados, analogos estructurales o combinaciones de los
mismos.

[0044] Los compuestos se obtienen a partir de una amplia variedad de fuentes, incluyendo bibliotecas de
compuestos sintéticos o naturales. Por ejemplo, estan disponibles numerosos medios para la sintesis aleatoria y
dirigida de una amplia variedad de compuestos organicos, incluyendo biomoléculas, incluyendo la expresion de
oligonucleétidos y oligopéptidos aleatorizados. Alternativamente, las bibliotecas de compuestos naturales en forma
de extractos bacterianos, flngicos, vegetales y animales estan disponibles o se producen faciimente. Ademas, las
bibliotecas y compuestos naturales o producidos sintéticamente se modifican facilmente a través de quimica
convencional, medios fisicos y bioquimicos, y se pueden usar para producir bibliotecas combinatorias. Los agentes
farmacolégicos conocidos pueden someterse a modificaciones quimicas dirigidas o aleatorias, tales como acilacion,
alquilacion, esterificacion, amidificacion, etc., para producir analogos estructurales.

[0045] Por "fagocitosis manipular" se entiende una regulacién hacia arriba o una baja regulacion de la fagocitosis en
al menos aproximadamente 10%, o hasta el 20%, o 50%, o 70% o 80% o hasta aproximadamente 90% en
comparacion con el nivel de fagocitosis observado en ausencia de intervencién. Asi, en el contexto de disminucién
de la fagocitosis de circulacién de las células hematopoyéticas, en particular en un contexto del trasplante, la
manipulacion de la fagocitosis significa una baja regulacion de la fagocitosis en al menos aproximadamente 10%, o
hasta el 20%, o 50%, o 70% o 80% o hasta aproximadamente 90% en comparacion con el nivel de fagocitosis
observado en ausencia de intervencion.

[0046] Los inhibidores de CD47. Agentes de interés como inhibidores de CD47 incluyen miembros de union
especifica que impiden la union de CD47 con el receptor SIRP a. El término "miembro de union especifica" o
"miembro de unién", como se usa aqui se refiere a un miembro de un par de unién especifica, es decir, dos
moléculas, por lo general dos moléculas diferentes, donde una de las moléculas (es decir, miembro de union primero
especifico) a través de quimica o medio fisico se une especificamente a la otra molécula (es decir, miembro de
unién especifica segundo). Inhibidores de CD47 Utiles en los métodos de la invencién incluyen anélogos, derivados y
fragmentos del miembro de unidn original, especifico.

[0047] En una realizacién preferida, el miembro de unién especifica es un anticuerpo. El término "anticuerpo” o
"resto de anticuerpo” pretende incluir cualquier estructura molecular polipéptido de cadena que contiene con una
forma especifica que se adapta a y reconoce un epitopo, donde una o mas interacciones de unién no covalentes
estabilizan el complejo entre la estructura molecular y el epitopo. Los anticuerpos utilizados en la presente invencién
pueden ser anticuerpos policlonales, aunque se prefieren los anticuerpos monoclonales, ya que pueden ser
reproducidos por el cultivo de células o de forma recombinante, y pueden ser modificados para reducir su
antigenicidad.

[0048] Los anticuerpos policlonales se pueden levantar por un protocolo estandar mediante la inyecciéon de un
animal de produccién con una composicién antigénica. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. Cuando se utiliza una proteina entera, o una seccién mas grande de
la proteina, pueden obtenerse anticuerpos inmunizando el animal de produccién con la proteina y un adecuado
adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund, completo de Freund, de aceite-en-agua, etc.) Cuando se utiliza un
péptido mas pequefio, es ventajoso conjugar el péptido con una molécula mas grande para hacer un conjugado
inmunoestimulatorio. Proteinas conjugadas cominmente utilizadas que estan disponibles comercialmente para tal
uso incluyen albimina de suero bovino (BSA) y hemocianina de lapa californiana (KLH). Con el fin de producir
anticuerpos contra epitopos particulares, se pueden utilizar péptidos derivados de la secuencia completa.
Alternativamente, con el fin de generar anticuerpos a las porciones de péptidos relativamente cortas de la proteina
objetiva, una respuesta inmune superior puede ser provocada si el polipéptido se une a una proteina portadora, tal
como la ovoalbumina, BSA o KLH. Alternativamente, para los anticuerpos monoclonales, los hibridomas pueden
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formarse mediante el aislamiento de las células inmunes estimuladas, como las del bazo del animal inoculado. Estas
células se fusionan a células imortalizadas, tales como células de mieloma o células transformadas, que son
capaces de replicarse indefinidamente en cultivo celular, produciendo de este modo una linea celular inmortal, la
inmunoglobulina secretora. Ademas, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno se pueden producir por
ingenieria genética. Anticuerpos humanos humanizados, quiméricos, o xenogénicas, que producen menor respuesta
inmune cuando se administra a seres humanos, son los preferidos para uso en la presente invencién.

[0049] Ademéas de las inmunoglobulinas enteras (o sus homdlogos recombinantes), los fragmentos de
inmunoglobulina que comprenden el sitio de unién de epitopo (por ejemplo, Fab', F(ab")2, u otros fragmentos) son
Utiles como restos de anticuerpos en la presente invencion. Tales fragmentos de anticuerpos pueden ser generados
a partir de las inmunoglobulinas enteras por ricina, pepsina, papaina, o de otro tipo de escision de proteasa.
"Fragmento", o inmunoglobulinas minimos pueden ser disefiados utilizando técnicas de inmunoglobulinas
recombinantes. Por ejemplo inmunoglobulinas "Fv" para uso en la presente invencién se pueden producir mediante
la vinculacién de una region de cadena ligera variable de una regién de cadena pesada variable a través de un
enlazador peptidico (por ejemplo, poli-glicina u otra secuencia que no forma un motivo de hoja de hélice alfa o beta).

[0050] La eficacia de un inhibidor de CD47 se evalla mediante el ensayo de la actividad de CD47. Las versiones de
los ensayos antes mencionados o modificados se utilizan de la misma. En un ensayo ejemplar, AML SCs se incuban
con macroéfagos derivados de médula 6sea, en presencia o ausencia del agente candidato. Un inhibidor de CD47 de
la superficie celular regulara la fagocitosis hacia arriba por al menos aproximadamente 10%, o hasta el 20%, o 50%,
0 70% o 80% o hasta aproximadamente 90% en comparacién con la fagocitosis en ausencia del candidato agente.
Del mismo modo, un ensayo in vitro para los niveles de fosforilacion de la tirosina de SIRPa mostrara una
disminucion en la fosforilacion en al menos aproximadamente 10%, o hasta el 20%, o 50%, o 70% o 80% o hasta
aproximadamente 90% en comparacion con fosforilacion observada en ausencia del agente candidato.

[0051] En una realizacion de la invencién, el agente, o una composicion farmacéutica que comprende el agente, se
proporciona en una cantidad eficaz para inhibir de forma detectable la unién de CD47 a receptor SIRPa presente en
la superficie de las células fagociticas. La cantidad eficaz se determina a través de la rutina de prueba empirica en la
técnica. La cantidad eficaz puede variar en funcion del nimero de células que se trasplanta, el sitio de trasplante y
los factores especificos para el receptor del trasplante.

[0052] Los términos "células fagociticas" y "fagocitos" se usan indistintamente en este documento para referirse a
una célula que es capaz de fagocitosis. Hay tres categorias principales de los fagocitos: macréfagos, células
mononucleares (histiocitos y monocitos); leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos) y células dendriticas.

[0053] EIl término "muestra bioldgica" abarca una variedad de tipos de muestras obtenidas de un organismo y se
pueden utilizar en un ensayo de diagndstico o de control. El término abarca la sangre y otros muestras liquidas de
origen biolégico, muestras de tejido sélido, tal como una muestra de biopsia o cultivos de tejidos o células derivadas
de los mismos y la progenie de los mismos. El término abarca muestras que han sido manipuladas de cualquier
forma después de su obtencidon, como por tratamiento con reactivos, solubilizacién, o enriquecimiento de
determinados componentes. El término abarca una muestra clinica, y también incluye células en cultivo celular,
sobrenadantes celulares, lisadocelulares, suero, plasma, fluidos biolégicos y muestras de tejido.

[0054] Las células madre hematopoyéticas (HSC), como se usa en el presente documento, se refiere a una
poblacién de células que tienen la capacidad de auto-renovacién, y para dar lugar a todos los linajes
hematopoyéticos. Tales poblaciones de células se han descrito en detalle en la técnica. Células progenitoras
hematopoyéticas incluyen los progenitores mieloides comprometidos (CMP), los progenitores linfoides cometidos
(CLP), progenitores megacariocitos, y progenitores multipotentes. La célula linfoide restringida antigua conocida en
médula 6sea de ratdn adulto es el linfocito progenitor comun (CLP), y la célula mieloide restringida mas antigua
conocida es el progenitor mieloide comin (CMP). Es importante destacar que estas poblaciones de células poseen
un nivel extremadamente alto de fidelidad a la linaje de ensayos del desarrollo in vitro y in vivo. Una descripcion
completa de estos subconjuntos de células puede encontrarse en Akashi et al. (2000), Nature 404 (6774): 193, la
patente de EE.UU. n° 6.465.247; y la solicitud publicada USSN 09/956.279 (progenitoras mieloides comunes);
Kondo et al. (1997) Cell 91 (5): 661-7, y la solicitud International W099/10478 (progenitor linfoide comun); y es
revisada por Kondo et al. (2003) Annu Rev Immunol. 21: 759-806. La composicion se puede congelar a
temperaturas de nitrégeno liquido y se almacenan durante largos periodos de tiempo, siendo capaces de ser usados
en la descongelacion. Para una composicion de este tipo, las células normalmente se almacenaran en una DMSO
10%, 50% de FCS, 40% RPMI 1640 medio.

[0055] Las poblaciones de interés para uso en los métodos de la invencién incluyen composiciones sustancialmente
puras, por ejemplo al menos aproximadamente 50% HSC, al menos aproximadamente 75% HSC, al menos
aproximadamente 85% HSC, al menos aproximadamente 95% HSC o mas; o pueden ser combinaciones de una o
mas de vastago y de las poblaciones de células progenitoras, por ejemplo, células blancas obtenidas de aféresis,
etc. Cuando se desean las poblaciones de células purificadas, la poblacién objetivo se puede purificar de acuerdo
con técnicas conocidas. Por ejemplo, una poblacién que contiene células blancas de la sangre, en particular
incluyendo muestras de sangre o de médula 6sea, se tifien con reactivos especificos para los marcadores presentes
de las células madre y progenitoras hematopoyéticas, que los marcadores son suficientes para distinguir los
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principales grupos madre y progenitoras. Los reactivos, por ejemplo, anticuerpos, pueden marcarse de manera
detectable, o pueden marcarse indirectamente en el procedimiento de tincion.

[0056] Cualquier combinacién de marcadores pueden ser utilizados que son suficientes para seleccionar para las
células madre/progenitoras de interés. Una combinaciéon de marcadores de interés puede incluir CD34 y CD38, que
distingue las células madre hematopoyéticas, (CD34", CD38) a partir de células progenitoras, que son CD34",
CD38"). HSC son linaje marcador negativo y positivo para la expresién de CD90.

[0057] En el linaje mieloide son tres poblaciones de células, denominado CMP, GMP, y los eurodiputados. Estas
células son CD34°CD38", que son negativos para muiltiples marcadores de linaje maduros incluidos los marcadores
linfoides tempranos como CD7, CD10, e IL-7R, y que se distinguen ademdas por los marcadores CD45RA, una
isoforma de CD45 que pueden regular negativamente al menos algunos clases de sefializacién del receptor de
citoquinas, y la IL-3R. Estas caracteristicas son CD45RA IL-3Ra® (CMP), CD45RA+IL-3Ra" (BPF), y CD45RA IL-
3Ra- (MEPS). células CD45RA IL-3Ra" dan lugar a las BPF y los diputados y al menos un tercio generan ambas
colonias GM y MegE a nivel de una sola célula. Los tres de los progenitores mieloides de linaje tifien negativamente
para los marcadores Thy-1 (CD90), IL-7Ra (CD127); y con un panel de marcadores de linaje, que los marcadores de
linaje pueden incluir CD2; CD3; CD4; CD7; CD8; CD10; CD11b; CD14; CD19; CD20; CD56; y glicoforina A (GPA) en
los seres humanos y CD2; CD3; CD4; CD8; CD19; IgM; Ter110; Gr-1 en ratones. Con la excepcion del subconjunto
MEP raton, todas las células progenitoras son células CD34 positivas. En el ratén todos los subconjuntos
progenitores pueden caracterizarse adicionalmente como Sca-1 negativa, (Ly-6E y Ly-6A), y c-kit alta. En el ser
humano, los tres de los subconjuntos son CcD38".

[0058] progenitores linfoides comunes, CLP, expresan niveles bajos de c-kit (CD117) sobre su superficie celular. Los
anticuerpos que se unen especificamente c-kit en humanos, ratones, ratas, etc., se conocen en la técnica.
Alternativamente, el ligando c-kit, factor de acero (SLF) puede utilizarse para identificar células que expresan c-kit.
Las células CLP expresan altos niveles de cadena alfa del receptor de IL-7 (CDw127). Los anticuerpos que se unen
a humano o ratén CDw127 son conocidos en la técnica. Alternativamente, las células se identifican por la unién del
ligando al receptor, IL-7. CLPs humanos expresan bajos niveles de CD34. Los anticuerpos especificos para CD34
humana estan disponibles comercialmente y bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Chen et al. (1997)
Immunol Rev 157: 41-51. CLP células humanas también se caracterizan como CD38 positivo y CD10 positivo. El
subconjunto CLP también tiene el fenotipo de falta de expresion de marcadores especificos de linaje, ejemplificada
por B220, CD4, CD8, CD3, Gr-1y Mac-1. Las células de CLP se caracterizan por carecer de expresion de Thy-1, un
marcador que es caracteristico de las células madre hematopoyéticas. El fenotipo de la CLP puede caracterizarse
ademas como Mel-14-, CD43"°, HSA", CD45"y receptor comun de citoquinas y cadena positiva.

[0059] Las células progenitoras de megacariocitos (MKP) son positivas para la expresion de CD34, y antigeno CD9
tetraspanina. El antigeno CD9 es una molécula de acido 227-amino con 4 dominios hidrofobos y 1 sitio de N-
glicosilacion. El antigeno se expresa ampliamente, pero no esta presente en ciertas células progenitoras en los
linajes hematopoyéticos. Las células MKP expresan CD41, también conocido como el/la integrina Illa de
glicoproteina llb, que es el receptor de plaquetas para el fibrindgeno y otras moléculas de la matriz extracelular. Para
el que los anticuerpos estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de BD Biosciences, Pharmingen, San Diego,
CA., niumero de catalogo 340929, 555466. Células MKP son positivas para la expresién de CD117, que reconoce el
receptor tirosina quinasa c-Kit. Los anticuerpos estan comercialmente disponibles, por ejemplo, de BD Bio-ciencias,
Pharmingen, San Diego, CA, Cat. No. 340529. Células MKP son también linaje negativo y negativo para la expresion
de Thy-1 (CD90).

[0060] La frase "tumor solido" tal como se utiliza aqui se refiere a una masa anormal de tejido que normalmente no
contiene quistes o areas liquidas. Los tumores soélidos pueden ser benignos o malignos. Los diferentes tipos de
tumores sélidos se denominan asi por el tipo de células que los forman. Ejemplos de tumores sélidos son sarcomas,
carcinomas, linfomas etc.

[0061] Los anticuerpos anti-CD47. Ciertos anticuerpos que se unen a CD47 impiden su interaccién con el receptor
SIRPa. Los anticuerpos incluyen anticuerpos libres y fragmentos de union a antigenos derivados de los mismos, y
conjugados, por ejemplo anticuerpos pegilados, farmacos, radioisétopos, o conjugados de toxinas, y similares.

[0062] Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra un epitopo especifico, 0 una combinacién de los epitopos,
permitiran la focalizacién y/o el agotamiento de las poblaciones celulares que expresan el marcador. Varias técnicas
se pueden utilizar usando anticuerpos monoclonales para la deteccion de poblaciones celulares que expresan el
marcador, e incluyen separacidon magnética usando perlas magnéticas recubiertas por anticuerpos, "panning” con
anticuerpo unido a una matriz sélida (es decir, placa) y citometria de flujo (Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU.
No. 5.985.660; y Morrison et al Cell, 96:. 737-49 (1999)). Estas técnicas permiten para el cribado de poblaciones
particulares de células; en inmunohistoquimica de muestras de biopsia; en la deteccién de la presencia de
marcadores derramados por las células cancerosas en la sangre y otros fluidos biolégicos, y similares.

[0063] Las versiones humanizadas de dichos anticuerpos estan también dentro del alcance de esta invencién. Los
anticuerpos humanizados son especialmente Utiles para aplicaciones in vivo en los seres humanos debido a su baja
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antigenicidad.

[0064] La frase "anticuerpo biespecifico" se refiere a un anticuerpo recombinante o sintético que reconoce mas de
una proteina. Los ejemplos incluyen anticuerpos biespecificos 2B1, 520C9xH22, MDX-H210, y MDX447. Los
anticuerpos biespecificos, dirigidos contra una combinacion de epitopos, permitird la orientacion y/o el agotamiento
de las poblaciones celulares que expresan la combinaciéon de epitopos. anticuerpos biespecificos de ejemplo se
incluyen los dirigidos a una combinacion de CD47 y un marcador de células de cancer, como por ejemplo, CD96,
CD97, CD99, PTHR2, HAVCR?2 etc. Generacion de anticuerpo bi-especifico se describe en la literatura, por ejemplo,
en el documento USPN 5,989,830 , USPN 5.798.229.

[0065] Los términos "tratamiento”, "tratar", "tratar" y similares se usa aqui para referirse generalmente a la obtencion
de un efecto farmacolégico deseado y/o fisiologico. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir completa
o parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una estabilizacion
0 curacién parcial o completa para una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento"
como se usa en el presente documento cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero,
particularmente un humano, e incluye: (a) la prevencién de la enfermedad o sintoma se produzca en un sujeto que
puede estar predispuesto a la enfermedad o sintoma pero que todavia no ha sido diagnosticado que la tiene; (b)
inhibir el sintoma de enfermedad, es decir, detener su desarrollo; o (c) aliviar el sintoma de la enfermedad, es decir,
provocar la regresion de la enfermedad o sintoma.

[0066] Los términos "receptor"”, "individuo", "sujeto”, "anfitrion" y "paciente”, se utilizan aqui de forma intercambiable
y se refieren a cualquier sujeto mamifero para quien se desea el diagnéstico, tratamiento o terapia, particularmente
en seres humanos.

[0067] Una "célula huésped”, como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo o una célula
eucariotica o una linea celular cultivada como una entidad unicelular que puede ser, o ha sido, usada como receptor
de un vector recombinante o de otros polinucleétidos de transferencia, e incluyen la progenie de la célula original
que ha sido transfectada.

[0067] Una "célula huésped”, como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo o una célula
eucaridtica o una linea celular cultivada como una entidad unicelular que puede ser, o0 ha sido, usada como receptor
de un vector recombinante o de otros polinucleétidos de transferencia, e incluyen la progenie de la célula original
que ha sido transfectada. Se entiende que la progenie de una uUnica célula puede no ser necesariamente
completamente idéntica en morfologia o en complemento de ADN genémico o total como el padre original, debido a
la mutacion natural, accidental, o deliberada.

[0068] Los términos “"cancer”, "neoplasma”, "tumor”, y "carcinoma", se utilizan indistintamente en este documento
para referirse a células que muestran un crecimiento relativamente auténomo, de forma que exhiben un fenotipo de
crecimiento aberrante caracterizado por una pérdida significativa de control de la proliferacion celular. En general,
las células de interés para la deteccién o el tratamiento en la presente solicitud incluyen las precancerosas (por
ejemplo, benigno), malignas, pre-metastasicas, metastasicas, y las células no metastasicas. La deteccion de células
cancerosas es de particular interés. El término "normal”, como se usa en el contexto de "célula normal", pretende
referirse a una célula de un fenotipo sin transformar o que muestra una morfologia de una célula no transformada del
tipo de tejido que se examina. "Fenotipo canceroso" se refiere generalmente a cualquiera de una variedad de
fenémenos biolégicos que son caracteristicos de una célula cancerosa, fendmenos que pueden variar segun el tipo
de céancer. El fenotipo canceroso se identifica generalmente por anomalias en, por ejemplo, el crecimiento o la
proliferacién celular (por ejemplo, crecimiento incontrolado o proliferacién), la regulacion del ciclo celular, la
movilidad celular, la interacciéon célula-célula o la metastasis, etc.

[0069] "Objetivo terapéutico" se refiere a un producto génico o gen que, tras la modulacion de su actividad (por
ejemplo, por modulacién de la expresién, actividad bioldgica, y similares), puede proporcionar la modulacion del
fenotipo canceroso. Tal como se utiliza en todo el documento, "modulacién” se entiende que se refiere a un aumento
o una disminucién en el fenémeno indicado (por ejemplo, la modulacion de una actividad bioldgica se refiere a un
aumento de una actividad biolégica o una disminucién de una actividad biolégica).

METODOS PARA TRASPLANTE

[0070] Se proporcionan métodos para manipular la fagocitosis de las células hematopoyéticas circulantes. En
algunos casos, las células circulantes son células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas,
en particular en un contexto del trasplante, donde la proteccién de la fagocitosis es deseable. En algunas
realizaciones de la invencion, las células circulantes son células de leucemia, especialmente leucemia mieloide
aguda (AML), donde el aumento de la fagocitosis es deseable.

[0071] Como se describe en el presente documento, las células madre o progenitoras hematopoyéticas pueden ser

protegidas de la fagocitosis en circulacién proporcionando un animal huésped con una molécula mimética CD47, que
interactda con SIRPa en los macréfagos y disminuye la fagocitosis de macréfagos. El mimético de CD47 puede ser
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CD47 soluble; CD47 recubierto en la superficie de las células a ser protegidas, un mimético de CD47 que se une a
SIRPa en el sitio de unién CD47, y similares. En algunos casos, CD47 se ofrece como una proteina de fusion, por
ejemplo CD47 soluble fusionado a un fragmento Fc, por ejemplo, IgG1 Fc, IgG2 Fc, Ig A Fc, etc.

[0072] Los métodos para la generacion de proteinas que carecen de la region transmembrana son bien conocidos
en la técnica. Por ejemplo, una CD47 soluble se puede generar mediante la introduccién de un codon de parada
inmediatamente antes de la secuencia de polinucleétido que codifica la region transmembrana. Alternativamente, la
secuencia de polinucledtido que codifica la regidon transmembrana se puede sustituir por una secuencia de
polinucleétido que codifica una proteina de fusion tal como IgG1l Fc. Secuencia de fragmentos Fc de diferentes
fuentes estan disponibles a través de la base de datos accesible al publico incluyendo Entrez, Embl, etc. Por
ejemplo, el ARNm que codifica el fragmento IgG1 Fc humana se proporciona por el nimero de acceso X70421.

[0073] Se describen aqui procedimientos para el trasplante de células madre o progenitoras hematopoyéticas en un
recipiente mamifero. Una necesidad de un trasplante puede ser causada por condiciones genéticas o ambientales,
por ejemplo, quimioterapia, exposicion a radiacion, etc. Las células para el trasplante puede ser mezclas de células,
por ejemplo linfocitos de la capa leucocitaria de un donante, o pueden ser parcial o sustancialmente pura. Las
células pueden ser células autélogas, en particular si retira antes de la citorreductora u otra terapia, o las células
alogénicas, y puede ser utilizado para células madre hematopoyéticas o el aislamiento de células progenitoras y su
posterior trasplante.

[0074] Las células se pueden combinar con mimético CD47 soluble antes de la administracion. Por ejemplo, las
células se pueden combinar con el mimético a una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente
100 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml, etc., a una temperatura de desde alrededor de
4 °, alrededor de 10 °, alrededor de 25°alrededor de 37 °, para un periodo de tiempo suficiente para recubrir las
células, donde en algunos casos, las células se mantienen en hielo. En otros casos se ponen en contacto las células
con el mimético CD47 inmediatamente antes de la introduccion en el receptor, en donde las concentraciones de
mimético son como se describen anteriormente.

[0075] La composicion que comprende células madre o progenitoras hematopoyéticas y un mimético de CD47 se
administra en cualquier medio fisiologicamente aceptable, normalmente por via intravascular, aunque también
pueden introducirse en el hueso u otro sitio conveniente, donde las células pueden encontrar un sitio apropiado para
la regeneracion y diferenciacion. Por lo general, se administraran al menos 1x10° células, preferiblemente 1x10° o
mas. La composicion se puede introducir mediante inyeccion, catéter, o similares.

TRASTORNOS MIELOPROLIFERATIVOS, LEUCEMIAS Y SINDROME MIELODISPLASICO

[0076] Las leucemias agudas son leucemia que progresa rapidamente caracterizada por la sustitucién de la médula
6sea normal por las células blasticas de un clon derivado de la transformacién maligna de una célula
hematopoyética. Las leucemias agudas son la leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda (AML).
ALL a menudo implica el sistema nervioso central, mientras que la leucemia aguda implica monoblastico las encias,
y AML implica colecciones localizadas en cualquier sitio (sarcomas granulocitica o cloromas).

[0077] Los sintomas que se presentan son por lo general no especificos (por ejemplo, fatiga, fiebre, malestar
general, pérdida de peso) y reflejan el fracaso de la hematopoyesis normal. La anemia y trombocitopenia son muy
comunes (75 a 90%). El recuento de glébulos blancos puede ser disminuido, normal o aumentado. Blastocitos se
encuentran generalmente en el frotis de sangre a menos que el recuento de globulos blancos disminuye
notablemente. Las explosiones de ALL se pueden distinguir de los de AML mediante estudios histoquimicos,
citogenéticos, inmunofenatipificacion, y los estudios de biologia molecular. Ademas de los frotis con las manchas
habituales, transferasa terminal, mieloperoxidasa, Sudan black B y esterasa especifica y no especifica.

[0078] ALL es la neoplasia maligna mas comudn en los nifios, con un pico de incidencia entre las edades de 3 a 5
afos. También se presenta en adolescentes y tiene un segundo pico, menor en los adultos. El tratamiento tipico
hace hincapié en la introduccién temprana de una intensiva régimen de multiples farmacos, que puede incluir la
prednisona, vincristina, antraciclina o asparaginasa. Otros farmacos y combinaciones son citarabina y etoposido y
ciclofosfamida. La recaida se produce normalmente en la médula 6sea, pero también puede ocurrir en el sistema
nervioso central o testiculos, solo o concurrente con la médula ésea. Aunque segundas remisiones pueden ser
inducidas en muchos nifios, remisiones posteriores tienden a ser breves.

[0079] La incidencia de la AML aumenta con la edad; es la leucemia aguda mas comun en los adultos. AML puede
estar asociada con la quimioterapia o la irradiacién (AML secundaria). Las tasas de induccion de remision son mas
bajas que con todas, y la supervivencia libre de enfermedad a largo plazo segun los informes, se produce s6lo en un
20 a 40% de los pacientes. El tratamiento mas difiere de ALL en que la AML responde a un menor namero de
medicamentos. El régimen bésico incluye la induccion de citarabina; junto con daunorrubicina o idarrubicina. Algunos
regimenes incluyen 6-tioguanina, etopdésido, vincristina y prednisona.
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[0080] La policitemia vera (PV) es un trastorno mieloproliferativo crénico idiopatico caracterizado por un aumento en
la concentracion de Hb y de la masa de glébulos rojos (eritrocitosis). PV se produce en alrededor de 2,3/100.000
personas por afio; mas a menudo en los hombres (aproximadamente 1,4:1). La edad media al diagndstico es de 60
afos (rango, 15 a 90 afios; rara vez en la infancia); 5% de pacientes <40 afios en el inicio. La médula 6sea a veces
parece normal, pero por lo general es hipercelular; hiperplasia involucra a todos los elementos medulares y sustituye
la grasa 6sea. Hay un aumento de la produccién y la rotacion de los glébulos rojos, neutréfilos y plaguetas. El
aumento de megacariocitos puede estar presente en grupos. Hierro en la médula esta ausente en > 90% de los
pacientes, incluso cuando no se ha realizado la flebotomia.

[0081] Los estudios de mujeres con PV que son heterocigotos en el locus ligado al cromosoma X para G6PD han
mostrado que eritrocitos, neutréfilos y plaquetas tienen el mismo isoenzima G6PD, apoyando un origen clonal de
este trastorno en un nivel de células madre pluripotentes.

[0082] Con el tiempo, alrededor del 25% de los pacientes tienen una supervivencia reducida de globulos rojos y
dejan de aumentar adecuadamente la eritropoyesis; anemia y mielofibrosis se desarrollan. Hematopoyesis
extramedular se produce en el bazo, el higado y otros sitios con el potencial de formacién de células sanguineas.

[0083] Sin tratamiento, el 50% de los pacientes sintomaticos mueren dentro de los 18 meses del diagnéstico. Con
tratamiento, la supervivencia media es de 7 a 15 afos. La trombosis es la causa mas comun de muerte, seguido de
complicaciones de la metaplasia mieloide, hemorragia, y el desarrollo de la leucemia.

[0084] La incidencia de la transformacion en leucemia aguda es mayor en los pacientes tratados con fosfato
radiactivo (SZP) 0 agentes alquilantes que en los tratados con la flebotomia sola. PV que se transforma en la
leucemia aguda es mas resistente a la quimioterapia de induccién de la leucemia de novo.

[0085] Debido a que PV es la unica forma de eritrocitosis para la que puede estar indicada la terapia
mielosupresora, un diagndstico exacto es critico. La terapia debe ser individualizada de acuerdo a la edad, sexo,
estado de salud, las manifestaciones clinicas y los hallazgos hematolégicos.

[0086] EI sindrome mielodisplasico (MDS) es un grupo de sindromes (pre-leucemia, anemias refractarias, leucemia
mieloide crénica Ph-negativa, leucemia mielomonocitica crénica, metaplasia mieloide) se ven cominmente en
pacientes de edad avanzada. La exposicién a carcind6genos puede estar implicada. MDS se caracteriza por una
proliferacién clonal de las células hematopoyéticas, incluyendo eritroide, mieloide, y formas megacariociticas. La
médula 6sea es normal o hipercelular, y hematopoyesis ineficaz provoca citopenias variables, siendo la mas
frecuente la anemia. La produccién de células desordenada también esta asociada con anormalidades celulares
morfolégicas en médula 6sea y sangre. Hematopoyesis extramedular puede ocurrir, resultando en hepatomegalia y
esplenomegalia. La mielofibrosis es ocasionalmente el momento del diagnéstico o puede desarrollarse durante el
curso de MDS. El clon MDS es inestable y tiende a progresar a AML.

[0087] La anemia es la caracteristica clinica mas frecuente, asociada generalmente con macrocitosis y anisocitosis.
Un cierto grado de trombocitopenia es habitual; en frotis de sangre, las plaquetas varian en tamafo, y algunos
parecen hipogranulares. El recuento de leucocitos puede ser normal, el aumento o disminucién. Granularidad
citoplasmatica de neutréfilos es anormal, con anisocitosis y un nimero variable de granulos. Los eosindfilos también
pueden tener granularidad anormal. Una monocitosis es caracteristica del subgrupo leucemia mielomonocitica
cronica, y las células mieloides inmaduras se pueden producir en los subgrupos menos diferenciados. El prondstico
depende de la clasificacion y en cualquier enfermedad altamente asociada. Respuesta de MDS a quimioterapia AML
es similar a la de AML, después de que la edad y el cariotipo se consideran.

TRATAMIENTO DEL CANCER

[0088] La invencién proporciona métodos para reducir el crecimiento de las células cancerosas mediante el aumento
de su pase de fagocitosis, a través de la introduccion de un inhibidor de CD47, que es un anticuerpo anti-CD47. En
ciertas realizaciones, las células cancerosas pueden ser células madre de AML. En otras realizaciones, las células
cancerosas pueden ser las de un tumor soélido, tal como, glioblastoma, melanoma etc. Mediante el bloqueo de la
actividad de CDA47, la regulacion a la baja de la fagocitosis que se encuentra con ciertas células tumorales, por
ejemplo, células de AML, se previene.

[0089] Ademas de CD47, se han descubierto una serie de marcadores especificos para la AML SC. Estos incluyen
CD96, CD97, CD99, PTHR2, HAVCR?2 etc. Estos marcadores se han descrito en la solicitud de patente de EE.UU.
n® 61/011.324, presentada el 15 de enero de 2008.

[0090] "Reducir el crecimiento de células de cancer" incluye, pero no se limita a, la reduccién de la proliferacion de
células cancerosas, y la reduccion de la incidencia de una célula no cancerosa que se convierte en una célula
cancerosa. Si se ha conseguido una reduccién en el crecimiento celular del cancer se puede determinar facilmente
usando cualquier ensayo conocido, incluyendo, pero no limitado a, [3H] -timidina; contando el nimero de células
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durante un periodo de tiempo; la deteccién y/o medicién de un marcador asociado con AML, etc.

[0091] Si una sustancia o una cantidad especifica de la sustancia, es eficaz en el tratamiento de cancer puede
evaluarse usando cualquiera de una variedad de ensayos de diagnéstico conocidos para el cancer, incluyendo, pero
no limitandose a la biopsia, estudios radiograficos de contraste, exploracion CAT, y la deteccién de un marcador
tumoral asociado con el cancer en la sangre del individuo. La sustancia se puede administrar sistémica o localmente,
por lo general de forma sistémica.

[0092] Como una realizacién alternativa, un agente, por ejemplo, un farmaco quimioterapéutico que reduce el
crecimiento de células de cancer, puede dirigirse a una célula de cancer mediante conjugaciéon a un anticuerpo
especifico CD47. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la invencidon proporciona un método para suministrar un
farmaco a una célula de cancer, que comprende la administracion de un complejo de anticuerpo-farmaco a un
sujeto, en el que el anticuerpo es especifico para un polipéptido asociado al cancer, y el farmaco es uno que reduce
crecimiento de células cancerosas, una variedad de los cuales son conocidos en la técnica. La focalizacién puede
realizarse por acoplamiento (por ejemplo, que une, directamente o mediante una molécula de enlace, ya sea
covalentemente o no covalentemente, a fin de formar un complejo de anticuerpo-farmaco) un farmaco a un
anticuerpo especifico de un polipéptido asociado al cancer. Los métodos de acoplamiento de un farmaco a un
anticuerpo son bien conocidos en la técnica y no necesitan ser elaborados en la presente memoria.

[0093] En ciertas realizaciones, un anticuerpo biespecifico se puede utilizar. Por ejemplo, un anticuerpo bi-especifico
en el que el dominio de unién a antigeno esta dirigido contra CD47 y el otro dominio de unién al antigeno esta
dirigido contra un marcador de células de cancer, como por ejemplo, CD96 CD97, CD99, PTHR2, HAVCR2 etc.
pueden ser utilizados.

[0094] El agotamiento de AMLSC es util en el tratamiento de AML. El agotamiento puede lograrse por varios
métodos. El agotamiento se define como una reduccién de la poblacion objetivo en hasta aproximadamente 30%, o
hasta aproximadamente 40%, o hasta aproximadamente 50%, o hasta aproximadamente 75% o mas. Una
disminucion efectiva es generalmente determinada por la sensibilidad de la condiciéon de enfermedad en particular a
los niveles de la poblacion objetivo. Asi, en el tratamiento de ciertas condiciones un agotamiento de incluso
alrededor del 20% podria ser beneficioso.

[0095] Un agente especifico de CD47 que reduce especificamente el AMLSC objetivo se utiliza para ponerse en
contacto con la sangre del paciente in vitro o in vivo, en el que después de la etapa de contacto, hay una reduccién
en el nimero de AMLSC viable en la poblacion destinataria. Una dosis eficaz de anticuerpos para un propésito de
este tipo es suficiente para disminuir la poblacién objetivo en el nivel deseado, por ejemplo como se describe
anteriormente. Los anticuerpos para tales fines pueden tener baja antigenicidad en seres humanos o pueden ser
anticuerpos humanizados.

[0096] En una realizacién de la invencion, los anticuerpos se utilizan para la disminucién de la poblacion objetivo en
la sangre del paciente in vivo. En otra realizacion, los anticuerpos se afiaden a la sangre del paciente ex vivo. Perlas
recubiertas con el anticuerpo de interés se pueden afiadir a la sangre, las células diana unidas a estas perlas se
pueden eliminar de la sangre usando procedimientos comunes en la técnica. En una realizacién, las perlas son
magnéticas y se eliminan usando un iman. Alternativamente, cuando esta biotinilado del anticuerpo, también es
posible inmovilizar indirectamente el anticuerpo sobre una fase sélida que ha adsorbido avidina, estreptavidina, o
similares. La fase sélida, por lo general perlas de agarosa o sefarosa se separan de la sangre por centrifugacion
breve. Mdltiples métodos para el marcado de anticuerpos y la eliminacion de tales anticuerpos y cualesquiera células
unidas a los anticuerpos son de rutina en la técnica. Una vez que se ha alcanzado el grado deseado de agotamiento,
la sangre se devuelve al paciente. El agotamiento de células diana ex vivo disminuye los efectos secundarios tales
como reacciones de infusidn asociadas con la administracién intravenosa. Una ventaja adicional es que el repertorio
de anticuerpos disponibles esta expandido significativamente ya que este procedimiento no tiene que limitarse a los
anticuerpos con baja antigenicidad en seres humanos o anticuerpos humanizados.

EJEMPLO 1

CD47 ES UN MARCADOR DE LEUCEMIAS MIELOIDES

Materiales y Métodos

[0097] Inmunohistoquimica. citospinas de dobles poblaciones progenitoras mieloides ordenadas (CMP, GMP), IL-
3Ra alta CD45 RA+ células y CD14+c-kit+lin- células se realizaron usando un aparato de citospina Shandon.
Citospinas fueron tefiidas con Giemsa diluyeron 1/5 con H20 durante 10 min seguido por tincién con May-Grunwald
durante 20 minutos. Citospinas se analizaron con la ayuda de un microscopio Zeiss.

[0098] Médula 6sea humana y muestras de sangre periféricas. Las muestras de médula 6sea normal se obtuvieron

con el consentimiento informado de donantes de 20 a 25 afios de edad remunerados que estaban hepatitis A, B, C y
VIH negativos por serologia (todas las células). Muestras de médula 6sea CMML se obtuvieron con consentimiento
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informado, de los pacientes no tratados previamente, en la Universidad de Medicina de Stanford.

[0099] Médula 6sea humana HSC y andlisis mieloide progenitor de citometria de flujo y de clasificacion de células.
Fracciones mononucleares se extrajeron después de la centrifugacién de densidad de Ficoll de acuerdo con
métodos estandar y se analizaron directamente o después de la descongelacién rapida de muestras previamente
congeladas en 90% de FCS y 10% DMSO en nitrégeno liquido. En algunos casos, las células CD34+se
enriquecieron a partir de fracciones mononucleares con la ayuda de bolas inmunomagnéticas (CD34+Progenitor Kit
de aislamiento, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Alemania). Antes del andlisis FACS y clasificacion, los
progenitores mieloides fueron tefiidas con ficoeritrina marcador de linaje especifico de anticuerpos (PE) -Cy5
conjugados incluyendo CD2 RPA-2.10; CD11b, ICRF44; CD20, 2H7; CD56, B159; GPA, GA-R2 (Becton Dickinson -
PharMingen, San Diego), CD3, S4.1; CD4, S3.5; CD7, CD7-6B7; CD8, 3B5; CD10, 5-1B4, CD14, TUK4; CD19,
SJ25-C1 (Caltag, South San Francisco, CA) y APC-conjugado anti-CD34, HPCA-2 (Becton Dickinson-PharMingen),
biotina anti-CD38, hit2 (Caltag) ademas de PE-conjugado anti-IL -3Ra, 9F5 (Becton Dickinson, ParMingen) y FITC-
conjugado anti-CD45RA, MEM56 (Caltag) seguido por tincidon con estreptavidina -Texas Red para visualizar las
células tefiidas CD38-BIO y resuspension en yoduro de propidio para excluir las células muertas. Se incluyeron
muestras no tefiidas y controles de isotipo para evaluar la fluorescencia de fondo.

[0100] Después de la tincion, las células se analizaron y se clasificaron utilizando un FACS Vantage modificado
(Becton Dickinson Vacunar Immunocytometry Systems, Mountain View, CA) equipado con un laser de colorante 599
nm y un laser de argon de 488 nm. Se identificaron las células progenitoras ordenadas dobles (HSC) como
CD34+CD38+y el linaje negativo. Progenitores mieloides comunes (CMP) fueron identificados en base a la tincién
de CD34+CD38+IL-3Ra+CD45RA a linealidad y su progenie incluyendo granulocitos/progenitores macrofagos
(GMP) eran CD34+CD38+IL-3Ra+CD45RA+, mientras que los progenitores de megacariocitos/eritrocitos (MEP) se
identificaron sobre la base de CD34+CD38+IL-3Ra - CD45RA lin- tincidon (Manz, PNAS 11872).

Expresion CD47 por Progenitores normales frente a mieloproliferativos y AML

[0101] Se tomaron muestras de sangre y médula 6sea se obtuvieron con el consentimiento informado de los
pacientes con trastornos myeloproliferativos y leucemia mielégena aguda en la Universidad de Medicina de Stanford
conforme a las disposiciones de Stanford IRB y HIPAA. Las células mononucleares de sangre periférica o médula
Osea (1 - 5x10° células) fueron tefiidas con un céctel de linaje como anteriormente pero con exclusion de CD7,
CD11b y CD14. Posteriormente, las muestras se tifieron con CD14 PE (1/25), CD47 FITC (1/25), CD38 Bio (Bio) y ¢c-
kit de APC (1/25) o CD34 APC o FITC (1/50) durante 45 minutos seguido de lavado y tincidon con estreptavidina
Texas Red (1/25) durante 45 min vy, finalmente, la resuspension en yoduro de propidio.

Discusioén

[0102] Aqui mostramos que sobreexpresion CD47 es caracteristica de la progresion de los trastornos
mieloproliferativos humanos para AML (véanse las figuras 1 - 5B). CD47 controla la funciéon de la integrina, pero
también la capacidad de los macréfagos para fagocitar las células, dependiendo del nivel de expresién de CD47. Por
lo tanto, la expresiéon de CD47 aberrante puede permitir que LSC evada la inmunidad del huésped tanto innata como
adaptativa.

[0103] Analisis de expresion de CD47 humano se realiza a través de FACS sobre el trastorno humano normal,
trastorno pre-leucémico mieloproliferativo (MPD) o AML HSC, progenitores y el linaje de células positivas derivadas
de la médula 6sea o sangre periférica. MPD muestras (n=63) incluyo la policitemia vera (PV; n=15), metaplasia post-
policittmica mieloide/mielofibrosis (PP- MM/MF; n=5), trombocitemia esencial (TE; n=8), mielégena crénica atipica
leucemia (CMLa; n=2), CML (n=7), leucemia eosinofilica crénica (CEL; n=1), leucemia mielomonocitica crénica
(CMML; n=13) y la leucemia mielégena aguda (AML; n=12). Como hemos observado con los modelos de ratones
transgénicos leucémicos, la progresion de los trastornos mieloproliferativos humanos para AML (n=12) se asoci6 con
una expansion del fondo GMP (70,6% +/- SD 2,15) en comparacion con la médula 6sea normal (14,7 % +/- SD 2,3).
Ademas, el andlisis FACS reveld que la expresion de CD47 aument6 primero 1,7 veces en comparacion con AML
HSC normal y luego aumenté a 2,2 veces mayor de lo normal con el compromiso de los progenitores AML al linaje
mieloide. CD47 fue sobre-expresado por AML progenitores primitivos y su progenie, pero no por la mayoria de MPD
(MFI1 2,3 +/- S.D.. 0,43) en comparacion con la médula 6sea normal (MFI 1,9 +/- S.D.. 0.07). Por lo tanto, el aumento
de expresién CD47 es un marcador de diagnéstico Util para la progresion a AML y, ademas, representa una nueva
diana terapéutica.

Ejemplo 2
Leucemias humanas y de ratén regulan CD47 hacia arriba para evadir la muerte de los macrofagos
[0104] CDA47 Facilita injerto, inhibe la fagocitosis, y estd mas altamente expresado en la AML LSC. Determinamos la

expresion de CD47 en AML LSC humana y HSC normal mediante citometria de flujo. HSC (Lin-CD34+CD38-CD90+)
de tres muestras humanas normales moviliz6 sangre periférica y AML LSC (Lin-CD34+CD38-CD90-) de siete
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muestras de AML humana se analizaron para la expresion en superficie de CD47 (Figura 6). CD47 se expresa en
niveles bajos en la superficie de HSC normales; Sin embargo, en promedio, que era aproximadamente 5 veces mas
altamente expresadas en AML LSC, asi como blastos leucémicos a granel.

[0105] Anticuerpo monoclonal CD47 anti-humano estimula la fagocitosis e inhibe el injerto de la AML LSC. Con el fin
de poner a prueba el modelo que sobreexpresion CD47 en AML LSC impide la fagocitosis de estas células a través
de su interaccion con SIRPa en células efectoras, hemos utilizado un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47
conocido para interrumpir la interaccion CD47- SIRPa. El hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de ratén
CD47-anti-humano, denominado B6H12, era obtenido a partir de ATCC y se utiliza para producir anticuerpo
purificado. En primer lugar, se realizé en ensayos de fagocitosis in vitro. AML LSC primaria humana se purificaron
por FACS a partir de dos muestras de AML humana, y después cargado con el colorante fluorescente CFSE. Estas
células se incubaron con macroéfagos derivados de médula 6sea de ratén y monitoreados mediante microscopia de
inmunofluorescencia cencia (Figura 7) y citometria de flujo (Figura 9) para identificar las células fagocitadas. En
ambos casos, no se observo fagocitosis en presencia de un anticuerpo control de isotipo; Sin embargo, la fagocitosis
significativa se detectd con la adicion del anticuerpo anti-CD47 (Figura 9). Por lo tanto, el bloqueo de CD47 humano
con un anticuerpo monoclonal es capaz de estimular la fagocitosis de estas células por los macréfagos del raton.

[0106] A continuacion se investigd la capacidad del anticuerpo anti-CD47 para inhibir AML LSC injerto in vivo. Dos
muestras de AML humanas primarias se dejaron sin tratar o tratado con el anticuerpo anti-CD47 antes del trasplante
en ratones recién nacidos NOG. 13 semanas mas tarde, se sacrificaron los ratones y se analizaron para hueso
leucemia injerto 6sea humana mediante citometria de flujo (Figura 10). Los ratones de control demostraron injerto
leucémica mientras que los ratones trasplantados con las células recubiertas con anti-CD47 mostraron poco o
ningun injerto. Estos datos indican que el bloqueo de CD47 humano con un anticuerpo monoclonal es capaz de
inhibir AML LSC injerto.

[0107] CD96 es una de Células Madre-especifica de la molécula de superficie celular aguda leucemia mieloide
humana. CD96, originalmente denominado tactil, fue identificado por primera vez como una molécula de superficie
de células T que esta altamente regulada positivamente tras la activacion de células T. CD96 se expresa en niveles
bajos en células T en reposo y NK y esta fuertemente regulada hacia arriba a la estimulacion en ambos tipos de
células. No se expresa en otras células hematopoyéticas, y el examen de su patron de expresién mostré que solo es
por otro motivo en algunos epitelios intestinales. EI dominio citoplasmico de CD96 contiene un motivo ITIM putativo,
pero no se sabe si esto funciona en la transduccién de sefiales. CD96 promueve la adhesion de las células NK a
células diana que expresan CD155, dando como resultado la estimulacion de la citotoxicidad de las células NK
activadas.

[0108] Expresion preferencial de superficie celular de moléculas identificadas a partir de andlisis de expresion
génica. Mas alla de CD47 y CD96, se conocen varias moléculas descritas en la solicitud de patente de EE.UU. N°
61/011.324 que se expresa en AML LSC, incluyendo: CD123, CD44, CD99 y CD33.

[0109] La progresion tumoral se caracteriza por varias caracteristicas distintivas, incluyendo la independencia de
crecimiento de la sefial, la inhibicién de la apoptosis, y la evasion del sistema inmune, entre otros. Mostramos aqui
que la expresion de CD47, un ligando para el receptor de macrofagos de sefial inhibidora de proteina reguladora alfa
(SIRPa), se incrementa en la leucemia mieloide humana y de ratdén y permite a las células para evadir la fagocitosis
y aumentar su potencial tumorigénico. CD47, también conocido como proteina asociada a la integrina (IAP), es una
transmembrana similar a inmunoglobulina de pentaspanina que se expresa ampliamente en tejidos de mamiferos.
Proporcionamos evidencia de que CD47 esta regulada positivamente en el raton y leucemia de células madre y
progenitoras mieloides humanos, asi como blastos leucémicos. Consistentes con un papel biolégico para CD47 en el
desarrollo de la leucemia mieloide y mantenimiento, se demuestra que sobreexpresion de ectépico de CD47 permite
que una linea celular de leucemia mieloide crezca en los ratones que son deficientes en células T, B y NK, mientras
que se elimina de otro modo rapidamente cuando se trasplantan en estos destinatarios. El potencial leucomogénico
de CD47 también se demuestra que es dependiente de la dosis, como mayores clones que expresan mayor
potencial de formacién de tumor de clones de menor expresién. También mostramos que las funciones de CD47 en
la promocion de la leucemia mediante la inhibicién de la fagocitosis de las células leucémicas por los macréfagos.

[0110] CDA47 esta regulada positivamente de manera significativa en leucémica Fas™ ™ x hMRP8bcl2 médula 6sea
transgénica, y en hMRP8bcr leucémica/abl x ratbn hMRP8bcl2. Las transcripciones de CD47 se incrementan en
hMRP8bcr leucémica/abl x hMRP8bcl2 médula 6sea 3 a 4 veces por RT-PCR cuantitativa y 6-7 veces en médula
Osea c-Kit enriquecida leucémica en relacién con médula 6sea sana hMRP8bcl2+ (Figura 11le). Bazo leucémico
tenia una expansién del progenitor de macréfagos y granulocitos (GMP) emergente ulacién, asi como subconjuntos
de c-kit+Sca-1+Lin-célula madre y progenitores respecto a ratones control, que eran del mismo genotipo como
ratones leucémicos pero no pudo desarrollar la enfermedad (Figura 11a-d). se encontraron niveles de expresion
para la proteina CD47 para empezar a aumentar en los ratones leucémicos con respecto a los ratones de control en
la etapa de la FIk2- CD34- c-Kit+1 Sca-+ Lin- a largo plazo de células madre hematopoyéticas (LT-HSC) (Figura
11f). Este aumento del nivel de expresion se mantuvo en GMP y Mac-1+explosiones, pero no de progenitores
restringidos megacariocitos/eritroides (MEP) (Figura 11f). El aumento de CD47 entre las células leucémicas y
normales fue de entre 3 a 20 veces. Todos los ratones que desarrollaron leucemia que hemos examinado de
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hMRP8bcr/abl x hMRP8bcl2 ratones primarios (n=3) y secundarios trasplantados (n=3), Fas Ipr/lpr x hMRP8bcl2
ratones primarios (n=14) y secundarios (n=19), y hMRP8bcl2 x hMRP8bcl2 ratones primarios (n=3) y secundarios
CD47 (n=12) habian aumentado expresién. También hemos encontrado una mayor expresion de CD47 en ratones
que recibieron retroviralmente células de médula 6sea de raton transducidas p210Obcr/abl que desarrollaron
leucemia.

[0111] Se realizdé un andlisis FACS mediada de las poblaciones progenitoras hematopoyéticas humanas en la
sangre y la médula 6sea derivada de sangre del cordén normal y moviliza la sangre periférica (n=16) y trastornos
mieloproliferativos (TMP), incluyendo la policitemia vera (PV; n=16), la mielofibrosis (MF; n=5), trombocitemia
esencial (ET; n=7), leucemia mielomonocitica crénica (CMML; n=11) y atipica leucemia mieloide crénica (CML
atipica; n=1), asi como la leucemia mieloide crénica fase de crisis blastica (CML; n=19), CML en fase crénica (n=7) y
la leucemia mielégena aguda (AML; n=13). Este analisis demostr6 que los progenitores de granulocitos y
macréfagos (GMP) expandidos en MPD con potencial de diferenciacion sesgado por mieloide incluyendo CML
atipico, fase proliferativa CMML y leucemia aguda incluyendo la CML en crisis blastica y AML (Figura 12a). AML
HSC y progenitores mostraron uniformemente mayores niveles de expresion CD47 en comparacion con los
controles normales (Figura 12b); cada muestra de BC-CML y AML tenian niveles elevados de CD47. Ademas, la
progresion de CML en fase crénica a la crisis de explosién se asocié con un aumento significativo en la expresién de
CD47 (Figura 12c). Utilizando los métodos descritos en este estudio, hemos encontrado que la expresién de la
proteina CD47 humana en CML-BC aument6 2,2 veces en células CD90+CD34+CD38- Lin- con respecto a normal
(p=6,3 x 10’5), 2,3 veces en células CD90- CD34+ CD38- Lin- relativas a la normalidad (p=4,3 x 10’5), y 2,4 veces en
las células CD 34+ CD38+Lin- (p=7,6 x 10-6) (Figuras 12b-12c); sin embargo, el uso de un protocolo de tincidbn mas
reciente optimizado hemos observado que CD47 se incrementa aproximadamente 10 veces en la AML y BC-CML en
comparaciéon con HSCs humanas normales y progenitores.

[0112] Fue entonces cuando se le preguntd si la expresion forzada de CD47 de ratén en células leucémicas
humanas conferiria una ventaja competitiva en la formacién de tumores en ratones. células MOLM-13, que se
derivan de un paciente con AML 5A, se transdujeron con Tet-MCS-IRES-GFP (Tet) o Tet-CD47-MCS-IRES-GFP
(Tet-CD47) (Figura 13a), y integrantes establex fueron propagados sobre la base de la expresion de GFP. Después
las células se trasplantaron por via intravenosa en un entorno competitivo con células MOLM-13 no transducidas en
T, B, y NK recombinacion deficiente activacion de gen 2, ratones de cadena gamma comun deficiente (RAG2-/-, Gc-
/-). Sélo las células transducidas con Tet-CD47 fueron capaces de dar lugar a tumores en estos ratones, de injerto
de manera eficiente la médula Osea, el bazo y la sangre periférica (figuras 13a-b). Los tumores también se
caracterizan por gran carga tumoral en el higado (Figuras 13b, 13g), que es particularmente significativo debido a
que el higado se cree que tiene el mayor nimero de macréfagos de cualquier 6rgano, con estimaciones de que las
células de Kupffer pueden comprender 80% de la la poblacién total de los macréfagos del tejido. Estas células
también forman 30% del revestimiento sinusoidal, de ese modo estratégicamente colocandolos en los sitios de
entrada en el higado. Por lo tanto, el injerto significativo no tendria que desactivar una respuesta citotoxica de los
macréfagos. Ademas del desarrollo de nédulos tumorales, las células Tet-CD47 MOLM-13 exhibieron patrones de
afectacion hepatica suelen verse con AML humana, con la infiltracion de células leucémicas el higado con un patrén
sinusoidal y perivenoso. (Figura 13d). En general, ratones trasplantados con Tet-CD47-MOLM-13 murieron con
mayor rapidez que ratones Tet trasplantados con MOLM-13, que tenian practicamente ningun injerto de las células
leucémicas en los tejidos hematopoyéticos (Figura 13c). Ratones Tet-MOLM-13 adn tenian una mortalidad
significativa, probablemente debido a un crecimiento localizado en el sitio de la inyeccién (seno retro-orbital) con
extension en el cerebro.

[0113] Dado que CD47 se ha demostrado ser importante para la migracion de células hematopoyéticas, y es
conocido para modular la unién a proteinas de matriz extracelular, ya sea por la interaccion directa o a través de su
efecto sobre las integrinas, una posibilidad para la falta de crecimiento de células Tet MOLM-13 en ratones fue su
incapacidad para migrar a nichos. Para poner a prueba esta posibilidad, Células Tet MOLM-13 o Tet-CD47 MOLM-
13 se inyectaron directamente en la cavidad femoral de ratones inmunodeficientes. Células Tet-CD47 MOLM-13
fueron capaces de injertarse en todos los huesos y otros tejidos hematopoyéticos de ratones receptores, mientras
que Tet Células MOLM-13 tenian injerto minimo, en su caso, en el sitio de la inyeccién (Figura 13E). Los ratones
trasplantados de esta manera con Células Tet-CD47 MOLM-13 murieron en aproximadamente 50-60 dias post-
trasplante (n=4), mientras que los ratones que recibieron células Tet MOLM-13 (n=5) se mantuvieron vivos durante
al menos 75 dias sin signos de enfermedad, momento en el que se sacrificaron para su analisis. Estos resultados
sugieren una funcion distinta de o0 ademas de la migracién para CD47 en injerto MOLM-13.

[0114] La falta completa de CD47 se ha demostrado que el resultado de la fagocitosis de los eritrocitos y leucocitos
murinos trasplantados, a través de la falta de interaccion con SIRPa en los macroéfagos. Por lo tanto, hemos probado
si la sobreexpresion de CD47 podria prevenir la fagocitosis de las células vivas, no opsonizadas MOLM-13.
Incubamos células Tet o Tet-CD47 MOLM-13 con macr6fagos derivados de médula 6sea (BMDM) para 2-24 horas y
la fagocitosis se evalu6é contando el nimero de células GFP+ ingeridas bajo un microscopio o mediante la
evaluacion de la frecuencia de macrofagos GFP+ usando un citometro de flujo. La expresion de CD47 rebajado
drasticamente limpieza de los macréfagos de estas células en todos los puntos de tiempo ensayados, mientras que
Tet-MOLM-13 se fagocitosé rapidamente de una manera que aument6é con el tiempo (figuras 14a-c). También
inyectamos células MOLM-13 en ratones y se analizaron los érganos hematopoyéticos 2 horas mas tarde para la
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evidencia de la fagocitosis de los macréfagos. Los macrofagos en la médula ésea, el bazo y el higado todos tenian
mayor fraccion GFP+ cuando se inyecta con células Tet MOLM-13 en comparacion con las células que expresan
CDA47. Esto indica que la sobre-expresion de CD47 puede compensar sefales pro-fagociticas ya presentes en las
células leucémicas, lo que les permite sobrevivir cuando de otra manera se borrarian por los macréfagos.

[0115] Un informe reciente indica que la falta de reactividad de CD47 en todas estas especies podria mediar
xenorejections de las células trasplantadas. Ademas, un estudio reciente ha demostrado que CD47 humano es
incapaz de interactuar con SIRPa de ratones C57BL/6, pero es capaz de reaccionar con el receptor de los ratones
no obesos diabéticos (NOD), que son mas permisivos para el injerto de células humanas de ratones C57BI/6. Por
otra parte, también hemos observado que las células HL-60, una linea celular promielocitica humana con niveles
mas altos de expresién de CD47 humano que MOLM-13, son capaces de injertar los ratones y causar leucemia. Las
células Jurkat, una linea celular de linfocitos T humanos, son muy altos para CD47 humana y son fagocitados por los
macréfagos murinos in vitro a una velocidad mucho mas baja que MOLM-13. Por lo tanto, nuestros datos indican
gue la capacidad de las células para injertar ratones in vivo o evadir la fagocitosis in vitro por los macréfagos de
raton se correlaciona con el nivel de expresién de CD47 humano.

[0116] Para modelar el efecto tumorigénico de tener expresion de CD47 alta versus baja, nos lo solucionaron clones
de CD47 murino que expresan células MOLM- 13 en expresadores altos y bajos. Al ajustarse segun el tamafio
celular, la densidad de CD47 en las células CD47 MOLM-13 fue aproximadamente igual a las células de médula
Osea de raton, mientras que Células CD47" MOLM-13 tenian aproximadamente expresion 9 veces mas alta, un
aumento acorde con el cambio observado en la expresién de CD47 en leucémica primaria las células en
comparacién con sus homologos normales (Figura 15a). Cuando las células de expresion alta o baja se
trasplantaron en receptores, solo los ratones trasplantados con células de elevada expresion sucumbieron a la
enfermedad por 75 dias de edad (Figura 15c). Por otra parte, organomegalia fue mas pronunciada en los ratones
trasplantados con células de expresaién alta (Figura 15d). Los ratones que recibieron células CD47"° MOLM-13
todavia tenian una masa hepatica notable. Sin embargo, las masas eran invariablemente 1-2 nodos grandes que
eran bien encapsulados y un cuarto separado del parénquima hepatico, en marcado contraste con las masas
tumorales de Células CD47" MOLM-13 gue consistia en cientos de pequefias masas dispersas por todo el
parénguima. Por lo tanto, estas grandes masas tumorales consisten en células que han encontrado macréfagos
libres-nichos para crecer separadamente del cuerpo principal de érganos. Como era de esperar, la infiltracion de
células MOLM-13 en la médula 6sea y el bazo de ratones receptores fue mucho mayor para los ratones
trasplantados también con células cDa7" MOLM 13 (Figura 15e). También se examind el nivel de expresién de
CD47 en dos ratones que recibieron células CD47"° MOLM-13 pero que tenian el injerto de médula significativa. En
ambos casos, las células que persisten después de 75 dias tenian niveles mucho mas altos de CD47 que la linea
original (Figura 15f), que indica que existe una fuerte presion de seleccidn in vivo para altos niveles de expresién
CD47 sobre las células leucémicas. En total, estos datos indican que el nivel de expresion CD47 es un factor
significativo en el potencial tumorigénico, y que en una poblacién heterogénea de células leucémicas, existe una
fuerte seleccion para los clones con una expresion alta CD47.

[0117] A continuacion, preguntd si un mayor nivel de expresion CD47 proporcionaria una proteccion adicional contra
los macréfagos de fagocitosis. Se realiz6 un ensayo de fagocitosis in vitro con proteina fluorescente roja cba7" y
células de expresién de CD47"° MOLM-13 (RFP). Después de la incubacién con macréfagos, un nimero mucho
mayor de células CD47" fueron fagocitadas en comparacién con las células cpa7" (Figura 15g). Si los indices de
fagocmcas se comparan para las celulas de control MOLM-13, granel (no clasificado) Células CD47 MOLM- 13 ,
CcDA47" y células MOLM-13 CD47", a continuacion, una correlacion directa entre el nivel de expresion de CD47 y Ia
capamdad para evadir la fagOCItOSIS se puede ver (la Figura 14a, la Figura 15f). Por otra parte, cuando células
CDA47"° RFP MOLM-13 y las células CD47" GFP MOLM-13 se incubaron conjuntamente con los macréfagos en los
mismos pozos, las células de expresion baja eran mucho mas propensas a ser fagocitadas (Figura 15h, 15i). Por lo
tanto, en una poblacion mixta de células con diferentes niveles de expresion de CD47, las células de expresion baja
son mas propensas a ser limpiadas por el aclaramiento de fagocitosis con el tiempo.

[0118] También se titularon expresion de CD47 utilizando otro método. Desde CD47 se expresa en células MOLM-
13 usando un sistema Tet-OFF, se utiliz6 el elemento promotor Tet-inducible para controlar la expreS|on de CD47 en
Células MOLM-13. A partir de dos semanas después del trasplante con células MOLM-13 CD47", una cohorte de
ratones se le dio la doxiciclina y seguido por hasta 75 dias después del trasplante. Durante este transcurso de
tiempo, ninguno de los ratones que recibieron doxiciclina sucumbié a la enfermedad o ha tenido gran infiltracion de
células MOLM-13 en los 6rganos hematopoyéticos (Figuras 15b-d). A las dosis de doxiciclina utilizadas en este
experimento, la expresién muCD47 en Células MOLM-13 se redujo a niveles por debajo de la de médula 6sea de
ratbn normal, pero en particular no completamente ausente (Figura 15b). Por lo tanto, se requiere un alto nivel
sostenido de expresién CD47 para robusto MOLM-13 la supervivencia en los érganos hematopoyéticos.

[0119] Muchos ejemplos de aclaramiento de tumor de células T, B y NK han sido descritos en la literatura, lo que
indica que un sistema inmunolégico saludable es esencial para la regulacion del crecimiento del tumor naciente. Sin
embargo, hasta la fecha, algunos ejemplos se han producido que indican que la fagocitosis mediada por macréfagos
puede comprobar el desarrollo de tumores. En conjunto, nuestros estudios revelan que la expresion ectdpica de
CD47 puede permitir a las células tumorales de otro modo inmunogénicos a crecer rapidamente en un T, B, y células
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NK huésped deficiente. Ademas, este es probable que refleje un mecanismo utilizado por las leucemias mieloides
humanas para evadir el sistema inmune del huésped ya que CD47 se regula hacia arriba consistente en murinos y
leucemias mieloides humanas, incluyendo todas las formas de leucemia mieloide crénica y aguda ensayadas hasta
el momento. Por lo tanto, parece probable que las células tumorales son capaces de ser reconocidas como diana
por los macréfagos activados y se aclaro a través de la fagocitosis. Mediante la regulacion hacia arriba de CD47, los
canceres son capaces de escapar de esta forma de vigilancia del tumor inmune innato.

[0120] Esta forma de evasién inmune es particularmente importante, ya que estos canceres a menudo ocupan los
sitios de alta infiltracion de macréfagos. CD47 se clond por primera vez como un marcador de células tumorales de
ovario, lo que indica que puede desempefiar un papel en la prevencion de la fagocitosis de los otros tipos de cancer
de tejidos también. Ademas, los tumores solidos a menudo metastasis en tejidos ricos macréfagos tales como
higado, pulmén, médula 6sea y los ganglios linfaticos, lo que indica que deben ser capaces de escapar eliminacion
mediada por macroéfagos en los tejidos. La busqueda de métodos para interrumpir la interaccion CD47-SIRPa puede
asi demostrar ampliamente Util en el desarrollo de nuevas terapias para el cancer. La prevencion de la interaccion
CD47-SIRPa es doblemente eficaz ya que antigenos de células tumorales fagocitados pueden ser presentados por
los macréfagos para activar una respuesta inmune adaptativa, lo que lleva a una mayor destruccion del tumor.

Métodos

[0121] Ratones. hMRP8bcrabl, hMRP8bcl2, y ratones transgénicos Fas™* se crearon como se ha descrito
anteriormente y cruzado para obtener dobles transgénicos. hMRP8bcl2 homocigotos fueron obtenidos mediante el
cruce de ratones heterocigotos entre si. Ratones C57BI/6 Ka de nuestra colonia se utilizaron como una fuente de
células de tipo silvestre. Para los experimentos de trasplante, las células fueron trasplantadas en ratones C57BI/6
RAG2-/- de la cadena gamma comun (Gc) -/- que recibieron una dosis de radiacién de 4 Gy utilizando rayos gamma
a partir de un irradiador de cesio (Phillips). Leucemias de ratén primarias fueron trasplantadas en ratones C57BI6
CD45.2/Ka que recibieron una dosis de radiacion de 9,5 Gy. Los ratones fueron sacrificados cuando moribundos.

[0122] Tejidos de raton. Los huesos largos se lavaron con PBS suplementado con tincion de medios de suero fetal
de ternero (SM) bazos e higados fueron disociados utilizando diapositivas de vidrio esmerilado en SM, después se
pasaron al 2% a través de una malla de nilon. Todas las muestras se trataron con tampon de lisis ACK para lisar los
eritrocitos antes de su posterior analisis.

[0123] Andlisis cuantitativo de RT-PCR. La médula 6sea se obtuvo de ABL x ratones leucémicos
hMRP8bcr/hMRP8bcl2 o ratones de control hMRP8bcl2. Las células fueron enriquecidas por c-Kit usando
microperlas de c-Kit y una columna de autoMACS (Miltenyi). ARN fue extraido por medio de reactivo Trizol
(Invitrogen) y la transcripcion inversa realizada usando SuperScriptll inversa de la polimerasa (Invitrogen). ADNc
correspondiente a aproximadamente 1000 células se utilizo por reaccién de PCR. PCR cuantitativa se realiz6 con un
kit verde SYBR en una maquina ABI Prism 7000 PCR (Applied Biosystems) a 50°C durante 2 minutos, seguido de
95°C durante 10 minutos y luego 40 ciclos de 95°C durante 15 minutos seguido por 60°C durante 1 minuto. Beta-
actina y 18S ARN se utilizaron como controles para la cantidad y resultados de la expresion CD47 ADNc se
normalizaron. Las secuencias para ARN 18S cebadores directo e inverso eran TTGACGGAAGGGCACCACCAG y
GCACCACCACCCACGGAATCG, respectivamente, para la beta-actina eran TTCCTTCTTGGGTATGGAAT vy
GAGCAATGATCTTGATCCTC, y para CD47 eran AGGCCAAGTCCAGAAGCATTC y
AATCATTCTGCTGCTCGTTGC.

[0124] Médula ésea humana y muestras de sangre periférica. Las muestras de médula 6sea normal se obtuvieron
con el consentimiento informado de donantes de 20 a 25 afios de edad remunerados que estaban contra la hepatitis
A, B, C y VIH negativo por serologia (todas las células). Las células sanguineas y de médula 6sea fueron donadas
por pacientes con leucemia mielomonocitica crénica (CMML), la leucemia mieloide cronica (CML) y leucemia
mieloide aguda (AML) y se obtuvieron con consentimiento informado, de los pacientes no tratados previamente.

[0125] Lineas celulares. Se obtuvieron células MOLM-13 de DSMZ. Se obtuvieron HL-60 y células Jurkat de la
ATCC. Las células se mantuvieron en medios de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) mas 10% de suero bovino
fetal (FBS) (Hyclone). Para fraccionar células MOLM-13 en aquellos con una expresion alta y baja CD47, células
CD47 Tet-MOLM-13 se tifieron con anticuerpo anti-CD47 de raton Alexa-680 (mIAP301). El 5% mas alto y mas bajo
de células que expresan CD47 de raton se solucion6 en un BD FACSAria y se re-cultivé en IMDM+FCS al 10%
durante 2 semanas. Las células se clasifican para tres rondas mas de seleccion siguiendo el mismo protocolo para
obtener las células de expresion alta y baja utilizada en este estudio. Para obtener las construcciones de proteina
fluorescente roja (RFP), el ADN RFP mCherry se cloné en vector vacio Lentilox 3,7 (pLL3.7). Lentivirus obtiene a
partir de entonces se utilizd este constructo para infectar lineas celulares.

[0126] La tincion celular y citometria de flujo. La tincion de las células madre y progenitoras de ratén se realizd
utilizando los siguientes anticuerpos monoclonales: Mac-1, Gr-1, CD3, CD4, CD8, B220, y Terl19 conjugados con
Cy5-PE (eBioscience) se utilizaron en el coctel de linaje, c- kit de PE-Cy7 (eBioscience), Sca-1 Alexa680 (e13-161-7,
producido en nuestro laboratorio), CD34 FITC (eBioscience),/32 (FCGRII/III) APC CD16 (Pharmingen), y CD135 (Flk-
2 ) PE (eBioscience) se utilizaron como se ha descrito anteriormente al vastago de la mancha del ratén y
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subconjuntos progenitoras. Raton de anticuerpos CD47 (clon mIAP301) se evalud utilizando el anticuerpo biotinilado
producido en nuestro laboratorio. Las células fueron tefiidas con estreptavidina conjugada Quantum Dot 605
(Chemicon). Las muestras se analizaron usando un FACSAria (Beckton Dickinson).

[0127] Para muestras humanas, fracciones mononucleares se extrajeron después de la centrifugacion de densidad
de Ficoll de acuerdo con métodos estandar y se analizaron directamente o después de la descongelacion rapida de
muestras previamente congeladas en 90% de FCS y 10% DMSO en nitrégeno liquido. En algunos casos, las células
CD34+se enriquecieron a partir de fracciones mononucleares con la ayuda de bolas inmunomagnéticas
(CD34+Progenitor kit de aislamiento, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Alemania). Antes del analisis FACS y
clasificacion, los progenitores mieloides fueron tefiidas con ficoeritrina marcador de linaje especifico de anticuerpos
(PE) -Cy5 conjugados incluyendo CD2 RPA-2.10; CD11b, ICRF44; CD20, 2H7; CD56, B159; GPA, GA-R2 (Becton
Dickinson, PharMingen, San Diego), CD3, S4.1; CD4, S3.5; CD7, CD7-6B7; CD8, 3B5; CD10, 5-1 B4, CD14, TUK4;
CD19, SJ25- C1 (Caltag, South San Francisco, CA) y APC-conjugado anti-CD34, HPCA-2 (Becton Dickinson-
PharMingen), bioti- nylated anti-CD38, hit2 (Caltag) ademas de PE-conjugado anti -IL-3Ra, 9F5 (Becton Dickinson,
ParMingen) y FITC-conjugado anti-CD45RA, MEM56 (Caltag) seguido por tincion con estreptavidina -Texas Red
para visualizar las células teflidas CD38 BIO.

[0128] Después de la tincion, las células se analizaron utilizando un FACS Vantage modificado (Becton Dickinson
Immunocytometry Sistemas, Mountain View, CA) equipado con un laser de colorante 599 nm y un laser de argén de
488 nm o un FACSAria. Se identificaron las células madre hematopoyéticas (HSC) como CD34+CD38+CD90+y el
linaje negativo. CD47 FITC anti-humano se utilizé (clon B6H12, Pharmingen) para evaluar la expresion CD47 en
todas las muestras humanas. Doble cambio para la expresién CD47 se determind dividiendo la intensidad media de
fluorescencia media de CD47 para todas las muestras de CML-BC, CML-CP, o AML por la intensidad media de
fluorescencia media de las células normales de una poblacién de células dada. progenitores mieloides comunes
(CMP) fueron identificados en base a la tincion de CD34+CD38+IL-3Ra+CD45RA a linealidad y su progenie
incluyendo progenitores cito/macréfagos granulocitos (GMP) eran CD34+CD38+IL-3Ra+CD45RA+Lin- mientras
progenitores megacariocitos/eritrocitos (MEP) fueron identificados en funciéon de tincion CD34+CD38+IL-3Ra -
CD45RA Lin-.

[0129] Para determinar la densidad de CD47 de ratén o humano, las células se tifieron con cantidades saturantes de
anticuerpo anti-CD47 y se analizaron en un FACSAria. Al ser la dispersion hacia adelante directamente proporcional
al diametro de las células, y la densidad es igual al nivel de expresién por unidad de area de superficie se utilizé el
software FloJo para calcular la intensidad geométrica de fluorescencia media de la canal de CD47 y se divide por la
media geométrica del valor de dispersién hacia adelante al cuadrado (FSCZ) para obtener una aproximacién de la
densidad de la expresion de CD47 en la membrana.

[0130] El injerto de células MOLM-13 se evalué mediante el uso de anti-CD45 humano PE-Cy7 (Pharmingen), anti-
raton CD45.2 APC (clon AL1-4A2), y anti-raton CD47 Alexa-680 (mIAP301). Todas las muestras se volvieron a
suspender en yoduro de propidio que contiene tampoén antes del andlisis para excluir las células muertas. FACS
datos fueron analizados utilizando el software FloJo (TreeStar).

[0131] Preparacioén Lentiviral y transduccion. pRRL.sin-18.PPT.Tet07.IRES.GFP.pre, CMV, VSV, y los plasmidos tet
trans-Activador (tTA) se obtuvieron de Luigi Naldini. EIl ADNc murino de longitud completa para la forma 2 de CD47
fue proporcionada por Eric Brown (UCSF). El constructo CD47 ADNc se ligé en el sitio BamHI/Nhel de Tet-MCS-
IRES-GFP. El ADN del plasmido se transfecté en células 293T utilizando protocolos estandar. El sobrenadante se
recogio y se concentré usando un Beckman LM-8 centrifuga (Beckman). Las células se transdujeron con Tet o Tet-
CD47-MCS-IRES-GFP y lentivirus tTA durante 48 horas. Las células GFP+ se clasificaron a la pureza y se dejaron
crecer durante varias generaciones para asegurar la estabilidad de los transgenes.

[0132] Inyecciones. Las células se inyectaron por via intravenosa en los senos retro-orbitales de los ratones
receptores o a través de la vena de la cola como se ha sefialado. Para las inyecciones intra-femorales, se inyectaron
las células en la cavidad femoral de ratones anestesiados en un volumen de 20 pl utilizando una aguja de calibre 27.
Una camara de gas isofluorano se utilizé para anestesiar a los ratones cuando sea necesario.

[0133] Injerto de células MOLM-13. Los animales fueron sacrificados cuando moribundos y la médula 6sea, el bazo
y el higado cosechados. La sangre periférica se obtuvo por sangrado de la cola de los animales 1 hora antes de la
eutanasia. Se determind injerto de células MOLM-13 en médula, bazo, y sangre periférica como se describe
anteriormente. La carga tumoral en el higado se determind calculando el area de cada ndédulo tumoral visible
utilizando la férmula ((longitud en mm + anchura en mm)/2) *m. A continuacion se afiadié area de cada nddulo juntos
por el higado.

[0134] Administracién de doxiciclina. Se afiadio clorhidrato de doxiciclina (Sigma) al agua potable a una
concentracion final de 1 mg/ml. El agua potable se reemplazé cada 4 dias y protegido de la luz. Ademas, los ratones
recibieron un bolo 10 mg de doxiciclina por via i.p. inyeccién una vez a la semana.

[0135] Macréfagos derivados de médula 6sea (BMDM). Fémur y la tibia se recogieron de ratones C57BI/6 ka y la
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médula ésea se lavd abundantemente y se colocan en una suspension estéril de PBS. La suspension de médula
O6sea se cultivd en IMDM méas 10% FBS con un factor de 10 ng/ml de colonias de macréfagos de murina
recombinante estimulante (MCSF, Peprotech) durante 7-10 dias.

[0136] Ensayos in vitro de fagocitosis. BMDM se recogieron por incubacion en tripsina/EDTA (Gibco) durante 5
minutos y raspado suave. Los macréfagos se colocaron en placas a células 5 x 10* por pocillo en una placa de
cultivo de tejidos de 24 pocillos (Falcon). Después de 24 horas, los medios se sustituyeron con IMDM libre de suero.
Después de 2 horas adicionales, se afiadieron 2,5 x 10° células Tet o Tet-CD47 MOLM-13 a los pocillos de
macréfagos que contiene y se incubaron a 37°C durante los tiempos indicados. Después de co-incubacion, los
pocillos se lavaron a fondo con IMDM 3 veces y se examinan bajo un Eclipse T5100 (Nikon) usando una proteina
fluorescente verde mejorada (GFP) o conjunto de filtros Texas Red (Nikon). El nimero de células GFP+ o RFP+
dentro de los macrofagos se contd y el indice de fagocitosis se calculd utilizando la féormula: indice fagocitico =
namero de células ingeridas/(nUmero de macréfagos/100). Al menos 200 macréfagos se contaron por pocillo. Para el
andlisis de citometria de flujo de los macréfagos de fagocitosis fueron cosechados después de la incubacion con
células MOLM-13 utilizando tripsina/EDTA y raspado suave. Las células se tifieron con anti-Mac-1 anticuerpo PE y
se analizaron en un BD FACSAria. Imagenes fluorescentes y campo claro se toman por separado utilizando un
T5100 Eclipse (Nikon), una lampara de mercurio de muy alta presién (Nikon), una dotacion de proteina verde
fluorescente (eGFP) un filtro de paso de banda (Nikon) un filtro de paso de banda Texas Red (Nikon), y un RT
deslizador (spot Diagnostics) de la cadmara. Las imagenes se fusionan con el software Photoshop (Adobe).

[0137] Para los ensayos in vivo, la médula de los huesos largos de la pierna, el bazo y el higado se recogieron 2
horas después de la inyeccién de las células diana en RAG2 -/-, Gc -/- ratones. Se prepararon en suspensiones de
células individuales en PBS mas 2% de FCS. Las células se marcaron con anticuerpos anti-CD45 humano Cy7-PE y
anti-raton de F4/80 biotina (eBiosciences). La mancha secundaria se realiz6 con Streptavidina-APC (eBiosciences).
Células que eran CD45-, F4/80+ humanos se consideraron macréfagos, y células GFP+ en esta fraccién se
evaluaron.

EJEMPLO 3

Las células madre hematopoyéticas y células progenitoras CD47 regulan hacia arriba para facilitar la movilizacién y
toma de referencia para los tejidos hematopoyéticos

[0138] Hemos demostrado que las células madre hematopoyéticas (HSC) de ratones CD47 deficientes (IAP -/-) no
logran injertar los receptores de tipo silvestre. Como era de esperar, estas células se eliminan rapidamente por los
macréfagos huésped, mientras que IAP +/+ HSCs no lo son. Cuando las células madre y progenitoras se ven
obligadas a dividir y entrar en circulacion utilizando ciclofosfamida/G-CSF o lipopolisacarido, CD47 se regula hacia
arriba rapidamente en estas células. Proponemos que los niveles mas altos de CD47 en las células madre durante el
estrés hematopoyesis y movilizacion proporciona proteccion frente a la fagocitosis por los macréfagos activados
afnadidos del sistema reticuloendotelial. En apoyo de esta hipétesis, se muestra que células IAP +/- trasplantadas en
receptores de tipo silvestre pierden el injerto con el tiempo, mientras que las células del donante de tipo silvestre no
lo hacen. Llegamos a la conclusiéon que la fagocitosis es un mecanismo fisiolégico significativo que despeja
progenitores hematopoyéticos con el tiempo, y que requiere sobre-expresion CD47 para evitar holgura fagocitica.

[0139] HSCs tienen la capacidad de migrar a nichos ectépicos en la vida fetal y adulto a través de la corriente de la
sangre. Ademas, las HSC se pueden poner en circulacion utilizando una combinacion de agentes citotoxicos y
citoquinas que primero expanden nimeros HSC in situ. Una vez en la corriente sanguinea, HSCs deben navegar los
lechos vasculares del bazo y el higado. Los macréfagos en estos sitios funcionan para eliminar las células dafiadas
y las particulas extrafias de la corriente de sangre. Por otra parte, durante estados inflamatorios, los macréfagos se
vuelven mas activos fagociticamente. Por lo tanto, podria ser necesaria una proteccion adicional contra la fagocitosis
de las células madre recién llegadas en estos sitios.

[0140] Hemos determinado si la expresion de CD47 en las células madre y progenitoras de médula ésea tuvo un
papel en la regulacién de hematopoyesis normal. La expresion CD47 se ha demostrado ser esencial para la
prevencion de la fagocitosis de las células rojas de la sangre, células T, y células de médula 6sea entera en un
entorno de trasplante. Por lo tanto, nos preguntamos si la falta de CD47 impediria que las HSC de injertar después
de haber sido entregado por via intravenosa. Para probar esto, hemos empleado el ratén noqueado CD47 (IAP -/-).
Estos ratones desarrollan normalmente y no muestran ninguna anormalidad bruta. Ellos, sin embargo, mueren muy
rapidamente después de la exposicion bacteriana intraperitoneal porque los neutréfilos no migran al intestino
rapidamente. Ademas, las células de estos ratones no pueden trasplantar en receptores de tipo silvestre, pero van a
injertarse en IAP -/- receptores.

[0141] Primero examinamos las frecuencias madre y progenitoras en IAP™" y IAP™ ratones. Al examinar para las
células en el compartimiento progenitor tallo y mieloide, no hubo diferencia entre estos ratones y ratones de tipo
silvestre (Figura 18a). A continuacion, pusimos a prueba las células madre de estos ratones para determinar su
capacidad de formar colonias en un ensayo in vitro. Ordenamos células madre FIk2- CD34- KLS altamente
purificadas de estos ratones y los sembraron en metilcelulosa en presencia de un céctel de citoquinas estandar. Se
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examino la formacion de colonias en el dia 7 y se encontré que no habia diferencia importante entre el tipo silvestre
e células IAP -/- en el nimero y tipo de colonias formadas (Figura 18b) del tallo.

[0142] A continuacién, pregunto si las células de médula 6sea de ratones IAP" podrian rescatar a los ratones
receptores de los efectos de la irradiacion letal. Tipicamente, una dosis de 2 x 10° células de médula osea rescatara
100% de los ratones receptores de tipo silvestre en este ensayo. Se encontré que la médula dsea IAP” no pudo
rescatar a estos receptores (Figura 18c). Sin embargo, la administracién de estas células hizo prolongar la vida util;
normalmente, Ios ratones mueren entre el dia 12 y 15 después de la irradiacion, pero los ratones que recibieron
médula 6sea IAP™ vivieron cerca de 7 a 10 dias mas (Figura 18c). Todavia no sabemos la razén de la prolongacion
de la vida util en este caso, aunque se ha observado que los progenitores multipotentes y progenitores de eritrocitos
de megacariocitos pueden prolongar la supervivencia después de la irradiacion letal, y que la contribucion de estas
células después de un trasplante de médula 6sea completa puede tener contribuir al alargamiento del tiempo de
supervivencia.

[0143] A continuacion, se ordenan las células madre Flk-2- CD34 KLS de tipo silvestre y células IAP™ y las
trasplantaron en receptores de tipo silvestre, ademas de 2 x 10° células competidoras. Ninguno de los ratones que
recibieron IAP” HSCs, ya sea en una dosis de 50 o 500 tenia cualquier injerto de células donantes, lo que indica que
CD47 fue en efecto necesario para la capacidad de estas células para trasplante (Figura 18d-e). Especulamos que
esto era debido a la fagocitosis de las células que carecian de CD47, como se ha demostrado para los entrocnos y
las células T. Para probar esto, hemos enriquecido c-Kit+células de la médula dsea de tipo silvestre y ratones IAP” y
los co-incubaron con macréfagos derivados de médula 6sea. Células IAP -/- madre y progenitoras fueron
fagocitadas facilmente en este ensayo, mientras que las células de tipo silvestre fueron fagocitadas sélo
minimamente (Figura 18f- 9) Curiosamente, cuando se incubaron con IAP -/- macrofagos, hubo significativamente
menos fagocitosis de IAP™ células, confirmando que los macréfagos de estos ratones son de hecho anormales en
su capacidad fagocitica.

[0144] Dado que la movilizacién de las células madre y progenitoras implica varios pasos en los que entran en
contacto con los macréfagos (egreso desde los sinusoides de la médula, la entrada en los sinusoides 6sea y el
higado, y en la zona marginal esplénica), nos preguntamos si CD47 esta regulada hacia arriba en la médula 6sea de
los ratones que han sido inducidas a someterse a movilizacion. El protocolo mas cominmente utilizado implica la
administracion del medicamento ciclofosfamida (Cy), que mata a las células en divisién (progenitoras principalmente
mieloide), seguido por el tratamiento con el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Esto implica la
administracion de ciclofosfamida en el primer dia, y después dando G-CSF cada dia a partir de entonces. Por
convencion, el primer dia después de la administracion de ciclofosfamida se llama el dia 0. Los nidmeros maximos
de las células madre de la médula 6sea se consiguen en el dia 2; de 3-4 dias salen de la médula 6sea hacia la
periferia, y sus nameros en el bazo y el higado alcanzan un pico en el dia 5; También se movilizan progenitores
mieloeritroide. Hay un aumento caracteristico en la frecuencia de células madre y progenitores mieloides durante la
respuesta de movilizacion.

[0145] De este modo, se administré este protocolo de movilizacion de los ratones de tipo silvestre y ratones
sacrificados en los dias 2 a 5. Se encontré que hubo un aumento notable de CD47 en las células c-kit'de médula
Osea en el dia 2 (Figura 19a). Se encontré que hubo aproximadamente un aumento de cuatro veces en el nivel de
CD47 en las células madre y progenitoras en dia 2 de movilizacion (Figura 19b). El aumento se observé en todos los
niveles de la jerarquia progenitora mieloide, como LT-HSC, asi como las BPM muestran este incremento en la
expresion de CD47 (Figura 19b). Por dia 5, cuando la salida de la médula 6sea se habia detenido en gran medida,
los niveles de CD47 se habian vuelto a niveles casi normales. En la Figura 19C, la intensidad media de
fluorescencia de la expresion de CD47 en las BPM se muestra en los dias 0 a 5 de la movilizacion. Los niveles de
CD47 son en realidad subnormales siguiendo la mieloablacion en dia 0, pero que se elevan rapidamente a un
maximo en el dia 2. La expresion disminuye rapidamente a partir de entonces y los niveles por dia 5 son
equivalentes a estado estacionario.

[0146] También se cree que las endotoxinas contribuyen a la movilizacion de la médula 6sea. Esto puede
representar una respuesta fisiolégica a la infecciéon, donde la produccién 6sea normal de las células inmunes
necesita ser aumentada para borrar patégenos. El lipopolisacarido (LPS) es un componente de la pared celular de
las bacterias gram-negativas. Se une a la proteina de unién a lipidos (LBP) en el suero, que puede formar un
complejo con CD1411 y receptor 4 (TLR-4) 12 en monocitos, macréfagos, y células dendriticas. Esto resulta en la
activacion de los macréfagos y los resultados en una respuesta pro-inflamatoria. la administracion de LPS también
se ha demostrado que aumenta la capacidad fagocitica de los macréfagos. Esto puede ser debido al hecho de que
los complejos LBP-LPS actiian como opsoninas.

[0147] Pusimos a prueba si la administracion de LPS en ratones podria afectar la expresion de CD47 en las células
madre y progenitoras. Como reflejo del patrén visto en la movilizacién inducida Cy/G, LPS provoco la expansion de
las células madre y progenitoras de 2 dias post-tratamiento, seguido de la migraciéon hacia el bazo y el higado
(Figura 19d). El dia 2 después de la administracién de LPS, el tallo y las células progenitoras de la médula ésea
CD47 habian regulado hacia arriba en un grado similar que en movilizacién Cy/G. Durante el dia 5, cuando la
respuesta inflamatoria se resolvio, los niveles de la proteina habian caido a niveles de estado estacionario (Figura
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19d).

[0148] Dado que CD47 constantemente se reguld hacia arriba en la respuesta de movilizacion, decidimos poner a
prueba la capacidad de las células madre y progenitoras para movilizar siguiente Cy/G. El ratdn noqueado CD47
tiene defectos en la migracion de neutréfilos a sitios de inflamacion8 y de las células dendriticas a los 6rganos
linfoides secundarios. El papel exacto de CD47 en la migracion de estas células no se conoce, pero puede referirse
a que la mala asociacién integrina en la circulacién (CD47 se une a varias integrinas) o la falta de interaccion con
SIRPa en las células endoteliales. De ahi que se razon6 que si CD47 participd en la capacidad de migracion de
estas células en la respuesta de movilizacion, a continuacion, IAP -/- ratones se muestran niumeros reducidos de
células en los érganos periféricos después de Cy/G.

[0149] Para probar esta hipétesis se administré Cy/G para ratones de tipo silvestre y nogueados y los ratones se
sacrificaron en los dias 2-5. Para cada ratén, se analizaron el nimero de células madre y progenitoras de médula
Osea, el bazo y el higado. Decidimos utilizar la poblacion cruda KLS como un sustituto de las HSC porque los
nameros de células CD34 disminuye considerablemente en los estados proliferativos, haciendo un calculo preciso
de los nimeros LT-HSC dificiles. Desde GMP son los mas expandidos de todas las poblaciones en la movilizacién,
hemos decidido analizar sus nimeros también. Para calcular el recuento progenitor absoluto, la celularidad total de
médula 6sea, el bazo y el higado se calcul6 contando el nimero de células mononucleares en todo el érgano por
hemocitdmetro. Para la médula 6sea, se asumieron los huesos largos de la pierna para representar 15% de la
médula dsea total. A continuacion, este nimero se multiplicé por la frecuencia de la poblacion de células para
determinar un recuento absoluto.

[0150] Se encontré que habia poca diferencia en la movilizacion de KLS o GMP entre los de tipo silvestre y ratones
AP (Figura 19e). Hubo una modesta disminucion en la capacidad de IAP” ratones para mover progenitores al
bazo por dia 3, pero por dias 4 y 5 que habia restaurado nimeros normales de células a la periferia. Los
com,oartimentos de médula 6sea y el higado parecian similares a los ratones de tipo silvestre. Por lo tanto, ratones
IAP™ no tienen un defecto importante de movilizacion.

[0151] Eritrocitos heterocigotos IAP™" tienen aproximadamente la mitad de la cantidad de CD47 como eritrocitos de
tipo silvestre y las plaquetas. Tamblen hay un aumento dependiente de la dosis en la cantidad de la fagocitosis que
se produce en eritrocitos IAP™" de inmunoglobulina opsonizada y plaguetas con respecto al de tipo silvestre. Nuestra
observacion de que los niveles de CD47 aumentan en los estados de estrés y la movilizacion nos llevé a formular la
hipétesis de que las células que eran genéticamente hemizigotas para CD47 pueden ser mas propensas a
fagocitosis y el aclaramiento por los macréfagos en el tiempo. Por lo tanto, nos preguntamos si células madre IAP™"
estarian a una desventaja en relacion con las células madre de tipo silvestre en la contribucién a largo plazo para la
hematopoyesis.

[0152] Se analizaron primero los niveles de CD47 expresados en la AP, 1AP™, y células madre IAP™. El analisis
FACS de células madre CD34- Flk-2- KLS revelé que la IMF de CD47 en heterocigoto HSCs era de hecho
aproximadamente la mitad del nivel de las células madre de tipo silvestre (Figura 20a). A continuacién, trasplantaron
estas células y se analiz6 su capacidad para injertarse y producir células hematopoyéticas en un recipiente. Dimos a
ratones 475 Gy receptores de tipo silvestre congenlcos una dosis subletal de irradiacion. A continuacion,
transplantamos una cohorte de receptores con 2 x 10° células de la médula 6sea entera de tipo silvestre, y otro con
la misma dosis de células de médula 6sea IAP +/-. Se esperaria que una dosis Tal pudiera contener
aproximadamente 50 a 100 HSCs. Al ser quimerismo de granulocitos en la sangre periférica un buen marcador
sustituto de la aptitud de células madre, se analizaron las células de la sangre de estos receptores a intervalos
periddicos. Cuando la médula 6sea de tipo silvestre fue trasplantada a receptores de tipo silvestre, el quimerismo de
granulocitos se mantuvo durante hasta 40 semanas. Sin embargo, cuando se trasplantaron células IAP +/-, 3 de los
5 ratones perdieron quimerismo del donante con el tiempo, a pesar de tener un éxito del injerto inicialmente (Figura
20b).

[0153] Se ha observado que CD47 esta regulado en la superficie de las células hematopoyéticas en la progresién de
la leucemia. También hemos encontrado un aumento analogo en el nivel de expresién de CD47 cuando los ratones
fueron estimulados para movilizar las células madre y progenitores a la periferia usando Cy/G, o cuando se
estimularon con LPS. Pero ¢por qué se reguld hacia arriba CD47 en estos estados? Varios estudios han descrito un
efecto dependiente de la dosis de CD47 en la prevencién de la fagocitosis. Eritrocitos IAP +/- y plaquetas, que tienen
la mitad del nivel de CD47 como células de tipo silvestre, son fagocitadas mas facilmente que sus contrapartes
normales. La evidencia también indica que el nivel de expresién de CD47 en las células se correlaciona bien con la
capacidad de la célula para activar el receptor inhibidor SIRPa en los macréfagos. Recientemente Danska et al
informaron de que la capacidad de los ratones NOD-SCID para apoyar el trasplante de células hematopoyéticas
humanas correlacionadas con una mutacion en el receptor SIRPalpha en estos ratones. Aqui mostramos que las
células madre y progenitores que expresan mayores niveles de CD47 son menos propensos a ser eliminados por
fagocitosis.

[0154] Estos estudios apuntan a un papel para regulacién hacia arriba CD47 en la proteccion de las células madre
hematopoyéticas durante los estados cuando son mas propensos a ser fagocitados por los macréfagos, como
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después de la mielosupresion y durante la movilizacién. Los macréfagos tienen la funcion de eliminacién de células
envejecidas o dafiadas que encuentran; parece que pueden eliminar las células madre dafiadas también. Por lo
tanto, las células madre de recuperacion saludable pueden regular hacia arriba CD47 durante la respuesta a la
movilizacién para evitar la liquidacion, mientras que las células madre dafiadas no lo hacen y se borran.
Especulamos que este es un mecanismo por el cual el sistema hematopoyético auto-regula a si mismo para
asegurar que se permiten Unicamente las células sanas, en buen estado a sobrevivir y proliferar y utilizar recursos
durante los estados de estrés. La movilizacién de HSC y progenitores en el torrente sanguineo y de alli a los sitios
hematopoyéticos siguiendo inflamacion inducida por LPS es muy interesante; HSC migran desde la sangre hasta la
médula 6sea usando integrina a4f1 (Wagers y Weissman, Stem Cells 24 (4): 1087-10¢4, 2006) y el receptor de
quimiocinas CXCR4 (Wright DE et al, J Exp Med 195 (9):. 1145-1154 , 2002). Hemos demostrado anteriormente que
la integrina 04B1 se une a VCAML1 en estroma hematopoyético (Mikaye K et al J Exp Med 173 (3): 599-607, 1991);
VCAML1 es también adresina vascular en los buques que las células T inflamatorias utilizan para reconocer y entrar
en los sitios locales de la muerte celular y la inflamacion. Ademas de expresar la integrina asociada a proteina
CD47, itinerante HSC expresa integrina funcional a4f31, dando lugar a la especulacién de que la migracion de
células madre hematopoyéticas y progenitores en estados de inflamacion puede no sélo regenerar la hematopoyesis
de la médula 6sea, sino también participar en la inflamacion local.

Materiales y métodos

[0155] Ratones. Ratones C57BL/6 CD45.1 y C57BL/6 CD45.2 (de tipo silvestre) se mantuvieron en nuestra colonia.
Ratones IAP-/- se obtuvieron de Eric Brown (Universidad de California, San Francisco). Estos fueron criados en
C57BI6/J de fondo y cruzados con nuestra colonia de tipo silvestre.

[0156] Proyeccion. IAP +/- se cruzaron entre si para generar descendencia IAP -/- e IAP +/-. Los ratones fueron
seleccionados por PCR de ADN de la cola. Se utilizaron los siguientes cebadores: 3' Neo-
GCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTC; 5'1AP- TCACCTTGTTGTTCCTGTACTAC AAGCA; 3' IAP-
TGTCACTTCGCAAGTGTAGTTCC.

[0157] La tincion celular y clasificacion. La tincion de las células madre y progenitoras de raton se realizé utilizando
los siguientes anticuerpos monoclonales: Mac-1, Gr-1, CD3, CD4, CD8, B220, y Ter119 conjugados con Cy5-PE
(eBioscience) se utilizaron en el coctel de linaje, c-kit de PE-Cy7 (eBioscience), Sca-1 Alexa680 (el3-161-7,
producido en nuestro laboratorio), CD34 FITC (eBioscience),/32 (FCGRII/III) APC CD16 (Pharmingen), y CD135 (Flk-
2 ) PE (eBioscience) se utilizaron como se ha descrito anteriormente a la mancha de raton madre y progenitoras
subconjuntos 21 22. Anticuerpo de ratén CD47 (clon mIAP301) se evalud utilizando el anticuerpo biotinilado
producido en nuestro laboratorio. Las células fueron tefiidas con estreptavidina conjugada Quantum Dot 605
(Chemicon). Las muestras se analizaron usando un FACSAria (Beckton Dickinson).

[0158] Las células madre CD34 Flk2- KLS se ordenaron en doble usando un BD FACSAria. Se obtuvieron células de
sangre periférica de purga vena de la cola y los glébulos rojos se eliminaron por precipitacion Dextran T500 (Sigma)
y la lisis ACK. Las células fueron tefiidas con anti-CD45.1 APC, anti-CD45.2 FITC, anti-Ter119 PE (Pharmingen),
anti-B220 Cy5-PE (eBiosciences), anti-CD3 Cascada Azul, y anti-Mac-1 Cy7- PE (eBiosciences). Los granulocitos
eran Terl19- B220- CD3-Mac-1+SSC hola. Las células se analizaron usando un BD FACSAria.

[0159] Todas las muestras se volvieron a suspender en yoduro de propidio que contiene tampon antes del analisis
para excluir las células muertas. FACS datos fueron analizados utilizando el software FloJo (TreeStar).

[0160] En el ensayo de formacién de colonias in vitro. LT-HSC fueron directamente clon ordenadas en un 96 pocillos
medios metilcelulosa placa que contiene (Methocult 3100) que se prepar6 como se ha descrito. Los medios de
comunicacion también se complementé con el ratdon recombinante factor de células madre (SCF), la interleucina (IL)
-3, IL-11, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), trombosis bopoietin (Tpo) y
eritropoyetina (Epo). Las colonias se puntuaron para CFU-G, CFU-M, CFU-GM, CFU-GEMM, y Meg.

[0161] Transferencias celulares. Para las transferencias completas de la médula ésea, células IAP+/+, IAP+/- 0 IAP -
/- fueron recién aisladas de los huesos largos de las piernas. Las células se contaron usando un hemocitdmetro y se
resuspendieron en PBS+2% de FCS a 100uL. Para algunos experimentos, se utilizaron células CD45.1 de ratones
C57BL/6 Ka CD45.1 como donantes en los ratones de tipo silvestre CD45.2.

[0162] Para células clasificadas, las células fueron ordenadas en tampén PBS en la dosis correcta (es decir, 50 o
500 células por tubo) y se volvieron a suspender en 100uL de PBS+2% FCS. Para los experimentos de competicién,
2 x 10° células recién aisladas de médula 6sea entera de C57BL/6 de CD45.1 se afiadieron a la 100uL suspensién
de células madre.

[0163] C57BI/6 Ka CD45.1 o C57BI/6 J CD45.2 ratones receptores se irradiaron usando una fuente de cesio a las
dosis indicadas. dosis subletales fue de 4,75 Gray y dosis letal era una dosis dividida de 9,5 Gray. Las células se
transfieren por medio de una jeringa de calibre 27 en los senos retro-orbitales de los ratones anestesiados con
isofluorano.
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[0164] Ensayo de movilizacién. Los ratones se movilizaron con ciclofosfamida (Sigma) (200 mg/kg) y G-CSF
(Neupogen) (250 mg/kg) como se describe anteriormente. LPS bacteriano de E. coli 055: B5 (Sigma) se administr6 a
una dosis de 40 mg/kg en la cavidad peritoneal.

[0165] Para el andlisis de érganos movilizados, el bazo, el higado entero conjunto, y los huesos largos de la pierna
se prepararon en una suspension de células individuales. Se determind la densidad de células utilizando un
hemocitdmetro para determinar la celularidad global de las células hematopoyéticas en estos 6rganos.

[0166] El enriquecimiento de c-Kit'células. Osea de ratén entera se tifi6 con CD117 microbolas (Miltenyi). c-
Kit'células se seleccionaron en una columna de AutoMACS Midi (Miltenyi) utilizando un separador magnético.

[0167] En la fagocitosis ensayo in vitro. BMDM se prepararon como se ha descrito anteriormente. Células de médula
Osea enriquecidas con c-Kit fueron tefiidas con CFSE (Invitrogen) antes del ensayo. Células 2,5 x 10° enriquecidas
con c-Kit se sembraron con 5 x 10* macrofagos. Los macréfagos y células c-Kit se obtuvieron a partir de ratones IAP
+/+ 0 IAP -/-. Las células se incubaron durante 2 horas y se determiné el indice fagocitico. Se tomaron fotografias
como se describi6é anteriormente.

Ejemplo 4

CD47 es un Factor Independiente de Prondstico y Anticuerpo Diana Terapéutico en Células Humanas Aguda de
Leucemia Mieloide

[0168] La leucemia mielégena aguda (AML) se organiza como una jerarquia celular iniciada y mantenida por un
subconjunto de células madre de leucemia auto-renovadas (LSC). La hip6tesis de que el aumento de expresién
CD47 en AML LSC contribuye a la patogénesis de la inhibicion de su fagocitosis a través de la interaccién de CD47
con un receptor inhibidor sobre los fagocitos. Se encontré que CD47 fue mas altamente expresado en AML LSC que
sus homélogos normales, y que el aumento de expresion CD47 predijo peor supervivencia global en 3 cohortes
independientes de pacientes de AML de adultos. Ademas, el bloqueo de anticuerpos monoclonales contra CD47
preferentemente permitié fagocitosis de AML LSC por los macroéfagos in vitro, e inhibe su injerto in vivo. Finalmente,
el tratamiento de ratones injertados-AML humanos con anticuerpo anti-CD47 elimind6 AML in vivo. En resumen, el
aumento de expresién CD47 es un factor de mal prondéstico independiente que puede ser dirigido sobre las células
madre humanas de AML con anticuerpos monoclonales capaces de estimular la fagocitosis de LSC.

RESULTADOS

[0169] CD47 esta mas altamente expresado en AML LSC que sus contrapartes normales y se asocia con la
mutacion FLT3-ITD. En nuestra investigacién de varios modelos de ratén de leucemia mieloide, hemos identificado
un aumento de la expresién de CD47 en las células de leucemia de ratdon en comparaciéon con la médula ésea
normal. Esto llevo a la investigacion de la expresion de CD47 en AML LSC humana y sus contrapartes normales. El
uso de la citometria de flujo, CD47 fue mas altamente expresado en multiples muestras de AML LSC que HSC
normal de la médula 6sea y el MPP (Figura 6). Este aumento de la expresion se extendié a las células de leucemia a
granel, que expresaban CD47 de manera similar a la fraccion enriquecida en LSC.

[0170] EI examen de un subconjunto de estas muestras indicé que la expresion de superficie CD47 correlacionado
con la expresion de CD47 ARNm. Para investigar la expresion de CD47 en subgrupos morfolégicos, citogenéticos y
moleculares de AML, se analizaron los datos de expresion génica de una cohorte previamente descrita de 285
pacientes adultos (Valk et al., 2004 N Engl J Med 350, 1617-1628). No se encontraron diferencias significativas en la
expresion de subtipos CD47 entre FAB (franco-americano-britanica). En la mayoria de los subgrupos citogenéticos,
CD47 se expreso en niveles similares, excepto en los casos que albergan t (8; 21) (q22; g22), un grupo de riesgo
favorable, que tenia una expresion de CD47 estadisticamente significativa mas baja. En los subgrupos de AML
caracterizados molecularmente, no se encontré6 una asociacion significativa entre la expresion de CD47 y las
mutaciones en el dominio de tirosina quinasa del FLT3 (FLT3-TKD), la sobre-expresion de EVI1, o mutaciones en
CEBPA, las ANR, 0 KRAS. Sin embargo, el aumento de expresién de CD47 fue fuertemente correlacionada con la
presencia de FLT3-ITD (p <0,001), que se observa en casi un tercio de la AML con cariotipos normales y se asocia
con peor supervivencia global. Este hallazgo fue confirmado por separado en dos conjuntos de datos independientes
de 214 y 137 pacientes con AML (Tabla 1).
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas y moleculares de muestras de AML para validacion

Cohorte y comparacioén entre Expresion de grupos bajo CD47 y Alto CD47

caracteristica clinica* En general Bajo CD47 Alto CD47 P*
n=137 N=95

Edad frente a distancia media 46 47 46 0.26
16-60 24-60 16-60

WBC x10”/L 24 17 35 <0.01

Distancia media 1-238 1-178 1-238

revisado centralmente 0.29

Clasificacién no. (%)

MO 11(8) 9(9) 2(5)

M1 28(20) 16(17) 2(32)

M2 36(26) 22(23) 11(30)

M4 33(24) 25(26) 8(22)

M5 19(14) 16(17) 3(8)

M6 2(1) 2(2) 0(0)

Sin clasificacion 6(4) 4(4) 0(0)

FLT3-ITD, no. (%) <0.05

Negativo 84(61) 63(66) 17(46)

Positivo 53(39) 32(34) 20(54)

FLT3-TKD, no. (%) 0.24

Negativo 109(87) 78(89) 27(79)

Positivo 17(13) 10(11) 7(21)

NPM1, no. (%) 0.10

Silvestre 55(45) 41(49) 10(30)

Mutado 66(55) 43(51) 23(70)

CEBPA, no. (%) 1

Silvestre 100(86) 70(86) 27(87)

Mutado 16(14) 11(14) 4(13)

MLL-PTD, no.(%) 1

Negativo 121(93) 83(92) 34(94)

Positivo 9(7) 7(8) 2(6)

Supervivencia libre de eventos 0.004

Media, nos. 14 17.1 6.8

Libre de enfermedad a los 3 afios, % (95% CI) 36(27-44) 41(31-55) 22(8-36)

Supervivencia en general 0.002

Media, nos. 18.5 22.1 9.1

Vivos a los 3 afios ,% (95% Cl) 39(31-48) 44(33-55) 26(12-41)

Tasa de remisién completa, no. (%)

CR después de la 1° Induccién no. (%) 60(46%) 46(48%) 14(38%) 0.33

CR después de la 2° Induccién, no. (%) 84(74%) 64(75%) 20(69%) 0.63

Seleccion al azar de la terapia secundaria consolidativa

Alogénico-HSCT, no. (%)

Autélogo-HSCT, no. (%) 29(22%) 25(26%) 4(11%) 0.09
23(17%) 17(18%) 6(16%) 0.98

Tabulada clinica y las caracteristicas moleculares en el diagndstico. WBC indica recuento de globulos blancos, FAB,
francés y britanico; FLT3-ITD interna en tandem duplicacion del gen FLT3 (por 10 casos con falta de estado de FLT3-
ITD, el estado de FLT3-ITD predicho basado en la expresion génica se sustituye utilizando el método de Bullinger en
al., 2008); FLT3-TKD, tirosina dominio quinasa mutacion del gen FLT3; NPM1, la mutacion del gen NPMI; MLL-PTD, la
duplicacion en tandem parcial del gen MLL; y CEBPA, la mutacion de la remision CEPBA gen. Remisién completa de
CR. CR se evalu6 tanto después de los regimenes de primera y segunda induccién, que comprendian el ICE
(idarubicina, etopésido, citarabina) o A-HAM ((Acido trans-retinoico y dosis altas de citarabina mas mitoxantrona)
autélogo HSC: trasplante autélogo; Alogénico-TPH, el trasplante alogénico.

+P Valor compara las diferencias en las caracteristicas moleculares y clinicos en el diagnéstico entre los pacientes
cuyos niveles de expresion de ARNm de CD47 de baja y alta. la expresion de CD47 fue dicotomizada basada en un
Optimo punto de corte para la estratificacion de la supervivencia general que fue identificada en una base de datos
publicada de microformaciones (Valk y al. 2004) , como se describe en los

[0171] Identificacion y separacién de progenitores normales y leucémicos desde el mismo paciente en funciéon de
expresion diferencial CD47. En la fraccion enriquecida por LSC Lin-CD34+CD38 de espécimen SU008, se detectd
una poblacion rara de células que expresan CD47"°-, ademas de la mayoria de células de expresion de CD47"-
(Figura 21A). Estas poblaciones se aislaron por células activadas por fluorescencia (FACS) para> 98% de pureza y,
o0 bien se trasplantaron en ratones NOG recién nacidos o en metilcelulosa completa. Las células CcD47" no pudieron
injertarse in vivo o formar cualesquiera colonias in vitro, como se observa con algunos especimenes de AML.

[0172] Sin embargo, las células CD47"° se injertaron con hematopoyesis normal mielo-linfoide in vivo y formaron
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numerosas colonias mieloides morfolégicamente normales in vitro (Figura 21B, C). Este espécimen albergaba la
mutacion FLT3-ITD, que se detectd en las células de leucemia a granel (Figura 21 D). Las células cDa7" purlflcadas
contenian la mutacién FLT3-ITD, y por lo tanto, eran parte del clon leucémico, mlentras que las células CD47"° no lo
hicieron. Las células humanas aisladas de ratones injertados con las células CD47" contenian tnicamente FLT3 de
tipo silvestre, lo que indica que las células CD47" contenian progenitores hematopoyéticos normales.

[0173] El aumento en la expresion de CD47 en la AML humana se asocia con resultados clinicos pobres. La
hipotesis de que el aumento de expresién de CD47 en la AML humana contribuye a la patogénesis. A partir de esta
hipotesis, predijimos que la AML con una mayor expresion de CD47 se asocia con peores resultados clinicos.
Consistente con esta hipétesis, el analisis de un grupo previamente descrito de 285 pacientes adultos con AML con
diversas anomalias citogenéticas y moleculares (Valk et al., 2004) revelé que una estratificacion dicotémica de los
pacientes en grupos de expresion bajos en CD47 y altos en CD47 se asocié con un aumento significativo del riesgo
de muerte en el grupo de alta expresion (p=0,03). La asociacion de la supervivencia general con esta estratificacion
dicotomica de la expresion de CD47 fue validada en una segunda cohorte de ensayo de 242 pacientes adultos
(Metzeler et al., 2008 Sangre) con cariotipos normales (NK-AML) (p=0,01).

[0174] La aplicacién de esta estratificacion a una cohorte de validacién distinta de 137 pacientes adultos con
cariotipo normal (Bullinger et al., 2008 Blood 111, 4490-4495), que confirmé el valor prondéstico de la expresion de
CD47 por tanto en general y supervivencia libre de eventos (Figura 22). Analisis de las caracteristicas clinicas de los
grupos de expresion de CD47 altas y bajas en esta cohorte de validacion cruzada también identificaron diferencias
estadisticamente significativas en los glébulos blancos (WBC) y el estado de FLT3-ITD, y no hubo diferencias en las
tasas de remision completas y tipo de terapia de consolidacién incluyendo trasplante alogénico (Tabla 1). El analisis
de Kaplan-Meier demostrd que la expresion alta de CD47 al momento del diagndstico se asocié significativamente
con una peor supervivencia libre de eventos y general (Figura 22A, B). Los pacientes en el grupo de la expresion
baja de CD47 tuvieron una supervivencia libre de eventos mediana de 17,1 meses en comparacion con 6,8 meses
en el grupo de alta expresion de CD47, que corresponde a un riesgo relativo de 1,94 (intervalo de confianza del 95%
1.30 a 3,77, p=0,004). Para la supervivencia general, los pacientes en el grupo de la expresion baja de CD47 tenian
una mediana de 22,1 meses en comparacion con 9,1 meses en el grupo de alta expresion de CD47, que
corresponde a una razén de riesgo de 2,02 (IC del 95% 1,37 a 4,03, p=0,002). Cuando la expresion CD47 se
consider6 como una variable continua, el aumento de expresion también se asocioé con una supervivencia peor libre
de eventos (p=0,02) y global (p=0,02).

[0175] A pesar de la asociacion con FLT3-ITD (Tabla 1), expresion incrementada de CD47 al momento del
diagnostico se asocio significativamente con una peor supervivencia libre de eventos y general en el subgrupo de 74
pacientes sin FLT3-ITD, cuando se considera ya sea como una clasificacién binaria (Figura 22C, D) o como una
variable continua (p=0,02 para supervivencia libre de eventos y general). En el andlisis multivariable teniendo en
cuenta la edad, el estado de FLT3-ITD, y la expresién de CD47 como una variable continua, el aumento de la
expresion de CD47 se mantuvo asociado con una peor supervivencia libre de evento con un riesgo relativo de 1,33
(95% intervalo de confianza 1.03 a 1,73; p=0,03) y la supervivencia general con un cociente de riesgos instantaneos
de confianza de 1,31 (95% intervalo de 1.00 a la 1.71 p=0,05) (Tabla 2).

Tabla 2

Medicion de Resultado/Variables consideradas HR 95% P

Supervivencia libre de eventos

Expresion CD47, continua, por aumento de 2 veces 1,33 1,03 a| 0,03
1,73

FLT3-ITD, positivo vs negativo 2,21 1,39 a | <0,001
3,53

Edad, al afio 1,03 1,00 a| 0,03
1,06

Sobrevivenci a general

Expresion CD47, continua, por aumento de 2 veces 1,31 1,00 a | 0,05
1,71

FLT3-ITD, positivo vs negativo 2,29 1,41 a | <0,001
3,68

Edad, al afio 1,03 1,01 a| 0,01
1,06

[0176] Anticuerpos monoclonales dirigidos contra Fagocitosis preferentemente habilitada de CD47 humanode AML
LSC por los macréfagos humanos. La hipotesis de que el aumento de expresion CD47 en AML humano contribuye a
la patogénesis mediante la inhibicion de la fagocitosis de las células de leucemia, que nos lleva a predecir que la
interrupcion de la interaccion CD47-SIRPa con un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47 preferencialmente
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permite la fagocitosis de AML LSC. Varios anticuerpos monoclonales CD47 anti-humano se han generado entre
ellos algunos capaces de bloquear la interaccion CD47-SIRPa (B6H12.2 y BRIC126) y otros que no pueden hacerlo
(2D3) (Subramanian et al., 2006 Sangre 107, 2548-2556). La capacidad de estos anticuerpos para permitir la
fagocitosis de AML LSC, o médula 6sea normal CD34 de humana+células, por humanos Macrofagos in vitro se
ensayo. La incubacion de AML LSC con los macréfagos humanos en presencia de anticuerpo de control de isotipo
IgG1 o anticuerpo monoclonal anti-CD45 humano IgG1l de ratén no dio lugar a la fagocitosis significativa como
queda determinado por microscopia de inmunofluorescencia (Figura 8A) o citometria de flujo. Sin embargo, la
adicion del bloqueo anti-CD47 anticuerpos B6H12.2 y BRIC126, pero no el 2D3 de no bloqueo, la fagocitosis
permitida de AML LSC (Figura 8A, C). No se observo fagocitosis de células CD34+ normales con cualquiera de los
anticuerpos (Figura 8C).

[0177] Anticuerpos monoclonales dirigidos contra fagocitosis humana habilitada CD47 de AML LSC por macrofagos
de ratén. La interaccion CD47-SIRPa ha sido implicada como un regulador critico de rechazo de xenotrasplantes en
varias especies de trasplantes de cruz; sin embargo, hay informes contradictorios de la capacidad de CD47 de una
especie a unir y estimular SIRPa de una especie diferente. Para evaluar directamente el efecto de la inhibicion de la
interaccion de CD47 humano con el ratén SIRPa, los ensayos de fagocitosis in vitro descritos anteriormente se
llevaron a cabo con los macréfagos de raton. La incubacion de AML LSC con macréfagos de ratén en presencia de
anticuerpo de control de isotipo IgG1 o anticuerpo monoclonal anti-CD45 humano IgG1 de ratén no dio lugar a la
fagocitosis significativa como queda determinada por microscopia de inmunofluorescencia (Figura 8B) o citometria
de flujo. Sin embargo, la adicion de anticuerpos de bloqueo anti-CD47 B6H12.2 y BRIC126, pero no el 2D3 de no
bloqueo, permiti la fagocitosis de AML LSC (Figura 8B, C).

[0178] Un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47 inhibe el injerto AML LSC humano y elimina la AML en Vivo.
La capacidad del anticuerpo anti-CD47 de bloqueo B6H12.2 para apuntar AML LSC in vivo fue se puso a prueba. En
primer lugar, una estrategia de pre-recubrimiento se utilizé en el que AML LSC se purificaron mediante FACS y se
incubaron con el control de isotipo IgG1, CD45 anti-humano, o anticuerpo anti-CD47 humano. Una alicuota de las
células se analizé para el recubrimiento por tincion con un anticuerpo secundario que demuestra que tanto anti-
CD45 como anticuerpo anti-CD47 unieron las células (Figura 10A). Las células restantes fueron trasplantadas en
ratones NOG recién nacidos que se analizaron para el injerto leucémico 13 semanas después (Figura 10B). En
todos los ratones menos uno, el control de isotipo y las células recubiertas de anticuerpo anti-CD45 mostraron injerto
leucémico a largo plazo. Sin embargo, la mayoria de los ratones trasplantados con las células recubiertas con
anticuerpo anti-CD47 no tenian injerto de leucemia detectable.

[0179] A continuacién, una estrategia de tratamiento se utilizé en el que los ratones fueron injertados primero con
AML LSC humano y luego se administraron inyecciones intraperitoneales diarias de 100 microgramos de IgG de
raton o anti-CD47 anticuerpo durante 14 dias, con leucémica injerto determinado antes y después del tratamiento. El
andlisis de la sangre periférica mostré una casi eliminacion completa de la leucemia circulante en ratones tratados
con anticuerpo anti-CD47, a menudo después de una sola dosis, sin respuesta en los ratones de control (Figura
23A, B). De manera similar, hubo una reduccion significativa en el injerto leucémico en la médula 6sea de ratones
tratados con anticuerpo anti-CD47, mientras que la participacién leucémica aumenté en ratones tratados con IgG-de
control (Figura 23C, D). El andlisis histoldgico de los blastos en la médula 6sea identificada monomorfa leucémica en
los ratones tratados con IgG de control (Figura 23E, paneles de 1,2) y despejadas las areas hipocelulares en ratones
tratados con anticuerpos anti-CD47 (Figura 23E, paneles de 4,5). En la médula ésea de algunos ratones tratados
con anticuerpo anti-CD47-que contenian leucemia residual, se detectaron los macréfagos que contenian células
picnéticas fagocitadas, la captura de la eliminacion de la leucemia humana (Figura 23E, los paneles de 3,6).

[0180] Se presenta aqui la identificacion de expresion mas alta de CD47 en AML LSC en comparacion con sus
homologos normales y la hipotesis de que el aumento de expresion de CD47 en humanos AML contribuye a la
patogénesis mediante la inhibicion de la fagocitosis de estas células a través de la interaccion de CD47 con SIRPa.
Consistente con esta hipotesis, se demuestra que el aumento de expresion de CD47 en la AML humana se asocia
con una disminucién de la supervivencia global. También demostramos que la interrupcién de la interaccion CD47-
SIRPa con anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD47 preferentemente permite la fagocitosis de AML LSC por
los macréfagos in vitro, inhibe el injerto de AML LSC, y elimina AML in vivo. En conjunto, estos resultados
establecen la justificacion para considerar el uso de un anticuerpo monoclonal anti-CD47 como una nueva terapia
para AML humano.

[0181] La influencia patégena de CD47 parece mecanicamente distinta de las dos principales clases de
complementacién de mutaciones en un modelo propuesto para la patogénesis AML. De acuerdo con este modelo,
las mutaciones de clase |, principalmente la proliferacién y la apoptosis de impacto (por ejemplo, FLT3 y ANR), y de
clase Il mutaciones, lo que perjudica principalmente la diferenciacion de células hematopoyéticas (por ejemplo,
CEBPA, MLL, y NPM1), cooperan de la leucemia. Como se ha demostrado aqui, CD47 contribuye a la patogénesis a
través de un mecanismo distinto, que confiere una ventaja de supervivencia a LSC y la progenie explosiones a
través de la evasion de la fagocitosis por el sistema inmune innato. Aunque se han descrito estrategias para la
evasion de la respuesta inmune por muchos tumores humanos, creemos que el aumento de expresion CD47
representa la primera de tales mecanismos de evasion inmune con implicaciones pronoésticas y terapéuticas para
AML humano.
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[0182] Expresién mas alta de CD47 es un marcador de las células madre de la leucemia y el prondstico para la
supervivencia global en AML. AML LSC se enriquecen en la fraccion Lin-CD34+CD38-, que en la médula 6sea
normal contiene HSC y MPP. La identificacion de moléculas de superficie celular que puede distinguir entre las
células madre leucémicas y normales es esencial para el flujo de la evaluacion basada en citometria de enfermedad
residual minima (MRD) y para el desarrollo de estrategias de separacion de potenciales para su uso en terapias
celulares. Varias moléculas candidatas han sido recientemente identificadas, incluyendo CD123, CD96, CLL-1, y
ahora CD47. CD123 fue la primera molécula que demostré ser mas altamente expresada en la AML LSC en
comparacion con poblaciones normales enriquecidas con HSC. Se identificdé previamente AML expresién LSC-
especifica de CD96 en comparacion con HSC normales, y se demostré que sélo CD96 +, CD96- y no las células
leucémicas fueron capaces de injertarse in vivo.

[0183] La LLC-1 se identific6 como una molécula de superficie AML LSC-especifica expresada en la mayoria de las
muestras de AML y HSC no normal; significativamente, la presencia de CD38-CLL-1+células de la médula ésea de
varios pacientes en remision hematolégica Lin-CD34+fue predictiva de recaida. Aqui se demuestra que el CD47 no
s6lo es mas altamente expresado en AML LSC en comparaciéon con HSC normal y MPP, pero que esta expresion
diferencial se puede utilizar para separar HSC/MPP normal de LSC. Esta es la primera demostracion de la
separacion prospectiva normal a partir de células madre leucémicas en la misma muestra del paciente, y ofrece la
posibilidad de terapias de trasplante de HSC autélogas LSC-reducido.

[0184] Inicialmente se identificd una mayor expresion de CD47 en AML LSC, pero se observé que la expresion de
explosiones a granel era la misma. Debido a esto, decidimos utilizar los datos de expresién génica publicados sobre
AML mayor para investigar la relacion entre la expresion de CD47 y los resultados clinicos. De acuerdo con nuestra
hipétesis, se encontré que el aumento de expresion CD47 era independientemente predictivo de un resultado clinico
peor en los pacientes con AML con un cariotipo normal, incluyendo el subconjunto sin la mutacién FLT3-ITD, que es
el mayor subgrupo de pacientes con AML. Al ser este andlisis dependiente de la expresion relativa de CD47 ARNm,
un ensayo de PCR cuantitativo para AML prondstico se puede basar en el nivel de expresion CD47. Dicho ensayo
podria ser utilizado en el riesgo adaptado de toma de decisiones terapéuticas, particularmente en el gran subgrupo
de pacientes con AML con cariotipos normales que carecen de la mutacion FLT3-ITD.

[0185] Orientacion de CD47 en AML LSC con moléculas de superficie celular de anticuerpos terapéuticos
monoclonales expresados preferentemente en AML LSC en comparacion con sus homoélogos normales son
candidatos para la orientacién con anticuerpos monoclonales terapéuticos. Hasta el momento, varias moléculas han
sido objetivo de AML incluyendo CD33, CD44, CD123, CD47 y ahora. CD33 es el objetivo del anticuerpo monoclonal
conjugado ozogamicina de gemtuzumab (Mylotarg), que esta aprobado para el tratamiento de la recaida de AML en
pacientes de edad avanzada. La focalizacion de CD44 con un anticuerpo monoclonal ha demostrado reducir
notablemente AML injerto en ratones, con la evidencia de que actla especificamente sobre LSC para inducir la
diferenciacion. Un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD123 se informd recientemente tener eficacia en la
reduccion de la funcion AML LSC in vivo. Aqui mostramos que un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD47 es
capaz de estimular la fagocitosis de AML LSC in vitro e inhibir el injerto in vivo.

[0186] Varias lineas de evidencia sugieren que la orientacion de CD47 con un anticuerpo monoclonal probable actia
mediante la interrupcion de la interaccion CD47-SIRPa, evitando de este modo una sefial inhibidora fagocitica. En
primer lugar, dos anticuerpos bloqueantes anti-CD47 activados AML fagocitosis LSC, mientras que un anticuerpo no
bloqueante no lo hizo, a pesar de que los tres se unen a las células de manera similar. En segundo lugar, en el caso
del anticuerpo B6H12.2 utilizado para la mayoria de nuestros experimentos, el anticuerpo anti-CD45 isotipo, que
también se une LSC, no produjo los mismos efectos. De hecho, el anticuerpo es B6H12.2 isotipo IgG1 de raton, que
es menos eficaz en participar receptores de Fc de raton que los anticuerpos de isotipo 1IgG2a o IgG2b.

[0187] Para los tratamientos clinicos humanos, el bloqueo de CD47 en AML LSC con anticuerpos monoclonales
humanizados promueve la fagocitosis LSC a través de un mecanismo similar, como se indica por la humana
mediada por macrofagos en la fagocitosis in vitro (Figura 8A, C). Expresion mas alta de CD47 se detect6 en la AML
LSC; Sin embargo, CD47 se expresa en los tejidos normales, incluyendo HSC de la médula 6sea. Se identificaron
un efecto preferencial de anticuerpos anti-CD47 para permitir la fagocitosis de AML LSC en comparacion a la
médula 6sea normal CD34+ de las células por los macréfagos humanos in vitro. De hecho, no se detecté aumento
de la fagocitosis de las células normales CD34+ en comparacion con control de isotipo, demostrando que el bloqueo
de CD47 con anticuerpos monoclonales es una estrategia terapéutica viable para AML humano.

[0188] La evidencia experimental que se presenta aqui expone las razones para los anticuerpos monoclonales anti-
CD47 como monoterapia para la AML. Sin embargo, tales anticuerpos pueden ser igualmente eficaz, si no mas
eficaz como parte de una estrategia de combinacion. La combinaciéon de un anticuerpo anti-CD47, capaz de
bloquear una sefial inhibidora fuerte para la fagocitosis, con un segundo anticuerpo capaz de unirse a una molécula
de LSC-especifico (por ejemplo CD96) y hacer que participen receptores Fc sobre los fagocitos, ofreciendo de esta
forma una sefial positiva fuerte para fagocitosis, puede dar lugar a un estimulo sinérgico para la fagocitosis y la
eliminacion especifica de la AML LSC. Ademas, las combinaciones de anticuerpos monoclonales para la AML LSC
que incluyen el bloqueo de CD47 anti-lgG1 y anticuerpos humanos dirigidos contra otros dos antigenos de superficie
celular sera mas probable que elimine las células leucémicas con variantes de epitopo pre-existentes o pérdida de
antigeno que es probable que se repita en los pacientes tratados con un Unico anticuerpo.
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PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

[0189] Muestras Humanas. Células mononucleares de médula 6sea humanas normales fueron adquiridas de
AllCells Inc. (Emeryville, CA). Muestras agudas de leucemia mieloide humana (Figura 1 A) se obtuvieron de los
pacientes en el Centro Médico de la Universidad de Stanford con el consentimiento informado, de acuerdo con un
protocolo aprobado por el IRB (IRB # 76935 Stanford y 6453). Células positivas CD34 humanas fueron enriquecidas
con perlas magnéticas (Miltenyi Biotech).

[0190] Analisis de citometria de flujo y clasificacion de células. Un panel de anticuerpos se utilizé para el analisis y la
clasificacion de la AML LSC (Lin-CD34+CD38-CD90-, donde el linaje incluido CD3, CD19, CD20 y), HSC (Lin-
CD34+CD38-CD90 +), y el MPP (Lin- CD34+CD38-CD90-CD45RA) como se describe previamente (Majeti et al.,
2007). Andlisis de la expresion CD47 se realizd con un anticuerpo anti-CD47 humano PE (clon B6H12, BD
Biosciences, San Jose CA).

[0191] Preparacion de ADN gendémico y analisis de FLT3-ITD por PCR. ADN gendmico se aislé de los sedimentos
celulares utilizando el Kit Gentra Puregene de acuerdo con el protocolo del fabricante (Gentra Systems, Minneapolis,
MN). El estado de FLT3-ITD se proyecté por PCR utilizando cebadores que generan un producto de tipo silvestre de
329 pb y productos ITD de tamafios mas grandes variables.

[0192] Anticuerpos antihumanos CD47. Anticuerpos CD47 antihumanos monoclonales de raton incluyen: BRIC126,
IgG2b (Abcam, Cambridge, MA), 2D3, IgG1 (eBiosciences San Diego, CA.) y B6H12.2, IgG1. El hibridoma B6H12.2
se obtuvo de la American Type Culture Collection (Rockville, MD). El anticuerpo se purifico a partir de proteinas
utilizando cromatografia de afinidad hibridoma supernatante G de acuerdo con los procedimientos estandar o se
obtuvo de BioXCell (Lebanon, NH).

[0193] Ensayo de colonia metilcelulosa. La formacion de colonias de metilcelulosa se ensay6 en placas de células
clasificadas en una placa de 6 pocillos, conteniendo cada pocillo 1 ml de metilcelulosa completa (Methocult
GF+H4435, Stem Cell Technologies). Las placas se incubaron durante 14 dias a 37°C y después se anotaron sobre
la base de la morfologia.

[0194] Ensayos de Fagocitosis in Vitro. Células AML LSC humanas o médula ésea normal CD34+ se etiquetaron
CFSE y se incubaron con el raton o los macréfagos humanos en presencia de 7 mg/ml de control de isotipo IgG1,
anti-CD45 IgG1l o anti-CD47 (clones B6H12.2, BRIC126, o 2D3) anticuerpo durante 2 horas. Las células fueron
analizadas por microscopia de fluorescencia para determinar el indice de fagocitosis (nUmero de células ingeridas
por 100 macroéfagos). En algunos casos, las células se recogieron a continuacion y se tifieron con un ratén o un
marcador de macréfagos humanos y las células fagocitadas se identificaron por citometria de flujo como
macréfagos+CFSE+. El andlisis estadistico utilizando la prueba t de estudiante se realizé con GraphPad Prism (San
Diego, CA).

[0195] Ensayo de injerto prerevestimiento in vivo. LSC aislado a partir de muestras de AML se incubaron con 28
ug/ml de control de isotipo IgG1, anti-CD45 IgG1, o anticuerpo anti-CD47 IgG1 (B6H12.2) a 4°C durante 30 minutos.
Una pequefia alicuota de las células a continuacion se tifié con un anticuerpo secundario anti-raton de burro PE
(eBioscience) y se analizaron mediante citometria de flujo para evaluar recubrimiento. Aproximadamente 10° LSC
recubierto se trasplanté en cada raton irradiado recién nacido NOD. Cg- Prkdcscidll2rgtm1Wijl/Szj (NOG). Los
ratones se sacrificaron 13 semanas después del trasplante de médula 6sea y se analizé para la leucemia de injerto
humano (hCD45+hCD33+) por citometria de flujo (Majeti et al., 2007 Cell Stem Cell 1, 635-645). La presencia de la
leucemia humana fue confirmada por tincion de Wright-Giemsa de hCD45+células y FLT3-ITD PCR. El analisis
estadistico utilizando la prueba t de estudiante se realizé con GraphPad Prism (San Diego, CA).

[0196] Tratamiento con anticuerpos in vivo de los ratones injertados AML. Purificado por FACS 1-25x10° LSC se
trasplantaron en cachorros NOG. Entre ocho a doce semanas después, el injerto AML humano (células
hCD45+CD33+) se evalué en la sangre periférica y la médula dsea por sangrado de la cola y la aspiracion del fémur,
respectivamente. Ratones injertados se trataron con inyecciones intraperitoneales diarias de 100 microgramos de
anticuerpo anti-CD47 o IgG control durante 14 dias. En el dia 15 los ratones fueron sacrificados y la sangre y la
médula ésea periférica se analizaron para AML.

[0197] Pacientes AML, datos de microensayos de expresion génica, y analisis estadistico. Se analizé la expresion
génica y datos clinicos para tres cohortes previamente descritas de pacientes con AML adultos: (1) una formacion de
datos de 285 pacientes con diversas anomalias citogenéticas y moleculares descritas por Valk et al, (2) un conjunto
de datos de prueba de 242 pacientes con cariotipos normales descritos por Metzeler et al., y (3) un conjunto de
datos de validacion de 137 pacientes con cariotipos normales descritos por Bullinger et al. Los criterios de valoracion
clinicos analizados incluyeron la supervivencia global y libre de eventos, con eventos definidos como el intervalo
entre el inicio del estudio y el retiro del estudio debido a la falta de remisiébn completa, la recaida o muerte por
cualquier causa, con datos censurados para los pacientes que hicieron no tienen un evento en la Ultima visita de
seguimiento.
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[0198] FLT3-ITD PCR. Todas las reacciones se realizaron en un volumen de 50 pl que contienen 5 ul de 10x tampdn
de PCR (KCI 50 mM/10 nM Tris/2 mM MgClI2/0,01% de gelatina), 1 pl de 10 mM de dNTPs, 2 unidades de Taq
polimerasa (Invitrogen), 1 ul de 10 puM cebador delantero 11F (5-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3') y revertir
12R imprimacion (3-5-GCAACC CTTTCAGCATTTTGACG-), y 10-50 ng de ADN gendmico. Las condiciones de
PCR para la amplificacién del gen FLT3 fueron 40 ciclos de desnaturalizacién (30 seg a 95°C) de recocido (30 seg a
62°C), y extensién (30 segundos a 72°C).

[0199] Preparacion del ratén y macréfagos humanos. Células mononucleares de médula 6sea de ratén BALB/c
fueron cosechadas y se cultivaron en IMDM que contiene 10% de FBS, complementado con 10 ng/ml murino
recombinante de colonias de macréfagos factor estimulante (M-CSF, Peprotech, Rocky Hill, NJ) durante 7-10 dias a
permitir la diferenciacién terminal de los monocitos a macréfagos. Las células mononucleares de sangre periférica
humana se prepararon a partir de sangre normal descartada desde el Centro Médico de la Universidad de Stanford.
Los monocitos se aislaron mediante la adhesion de células mononucleares a placas de cultivo durante una hora a
37°C, después de lo cual las células no adherentes se eliminaron mediante lavado. Las células restantes fueron >
95% CD14 y CD11b positivo. Las células adherentes fueron incubadas en IMDM mas suero humano al 10% (Valle
Biomedical, Winchester, VA) durante 7-10 dias para permitir la diferenciacion terminal de los monocitos a
macréfagos.

[0200] Ensayo in vitro de fagocitosis. BMDM o macréfagos de sangre periférica se recogieron por incubacién en
tripsina/EDTA (Gibco/Invitrogen) durante 5 minutos, seguido por raspado suave. 5 x 10* macréfagos se sembraron
en cada pocillo de una placa de cultivo tisular de 24 pocillos en 10% IMDM que contiene 10% de FBS. Después de
24 horas, los medios se sustituyeron con IMDM libre de suero y las células se cultivaron durante 2 horas adicionales.
LSC se marcaron fluorescentemente con CFSE de acuerdo con el protocolo del fabricante (Invitrogen). marcado con
CFSE 2 x 10* LSC se afadieron a los pocillos que contienen los macréfagos junto con 7 pug/ml de anticuerpo de
isotipo IgG1 (eBiosciences), anti-CD45 (clon HI30, eBiosciences), o anti-CD47, y se incubd durante 2 horas. A
continuacién, los pocillos se lavaron 3 veces con IMDM y se examinaron bajo un microscopio de
inmunofluorescencia Eclipse T5100 (Nikon) usando un filtro de proteina verde fluorescente capaz de detectar
fluorescencia CFSE. El nimero de células CFSE positivos dentro de los macréfagos se cont6é y el indice de
fagocitosis se determind como el nimero de células ingeridas por 100 macrofagos. Al menos 200 macréfagos se
contaron por pocillo. En flor y las imagenes de campo claro se tomaron separadamente y se combina con la imagen
Pro Plus (Media Cybernetics, Bethesda, MD). En la Figura 22A, B, las tres imagenes izquierda presentan un
aumento de 200x, con la imagen de la derecha anti-CD47 aumento de 400x. Por citometria de analisis de flujo de la
fagocitosis, las células se recogieron a continuacién de cada pocillo usando tripsina/EDTA. Suspensiones de células
fueron tefiidas con un anticuerpo de macroéfago de ratén anti-raton de F4/80-PECy7 (eBiosciences) o CD14-PECy7
(eBiosciences) anti-humano y se analizaron en un FACSAria. Fagocitados LSC se define como células
CFSE+F4/80+ o CFSE+CD14+ cuando se incuban con macrofagos murinos o humanos, respectivamente.

[0201] Datos de microensayos de expresion génica. Panel A de la Figura Adicional 22 describe los principales
microensayos conjuntos de datos analizados en este documento, incluyendo las cohortes de entrenamiento, prueba
y validacion. La serie de entrenamiento: los datos de expresion génica, datos de citogenética molecular y datos para
pacientes 285 y 465 con AML perfiladas con Affymetrix HG-U133A y HG-U133 Plus 2,0 microensayos de Valk et al.
y Jongen-Lavrenci€ et al. respectivamente, se obtuvieron de la Expresiéon Génica Omnibus utilizando los nUmeros de
acceso correspondientes (GSE1159 y GSE6891). Los datos de resultado Unicamente estaban disponibles para el
conjunto anterior de datos, y la informacién clinica correspondiente fue amablemente proporcionada por los autores.
Esta cohorte se presenta como el conjunto de datos de "formacion”. Este Ultimo conjunto de datos se utilizd para
confirmar asociaciones univariadas con cariotipo y mutaciones moleculares descritos en el primero. Sin embargo,
estos dos conjuntos de datos se superponen en que 247 de los 285 pacientes en el primer estudio se incluyeron en
el segundo, y en consecuencia se excluyeron en la validacion de la asociacion de FLT3-ITD con la expresion de
CD47 en el segundo conjunto de datos. Usando NetAffx4, RefSeq5, y la UCSC Genoma Browser6, identificamos
211075_s at y 213857_s_at como conjuntos de sonda Affymetrix en el mapeo microensayo U133 Plus 2,0
exclusivamente a los exones de CD47 transcritos constitutivamente. La media geométrica de la base-2 logaritmos de
estos dos conjuntos de sonda se empled para estimar el nivel de expresion de ARNm de CDA47, y estadisticas
medidas para las asociaciones con la clasificacion FAB, cariotipo, y las mutaciones moleculares correspondientes.
Debido a que los datos proporcionados por Valk et al. como GSE1159 eran mediciones de la intensidad de
Affymetrix, convertimos a estas intensidades normalizadas en logaritmos de base 2 de las proporciones para permitir
la comparacion con las mediciones correspondientes de microensayos de ADNc utilizando un esquema
convencional. Especificamente, primero (1) normalimos datos en bruto utilizando archivos CEL de los 291
microensayos dentro de este conjunto de datos utilizando gcRMA8, entonces (2) relaciones generadas dividiendo la
medida de intensidad para cada gen en una matriz dada por la intensidad media del gen en todos los ensayos, (3)
log-transformaron (base 2) las proporciones resultantes, y (4) centraron en la mediana los datos de expresion a
través de las matrices después a través de genes. Para la evaluacion del valor pronéstico de CD47, se empled el
213857_s_at sonda conjunto de la Affymetrix HG U133A y HG-U133 Plus 2,0 microensayos, dada su distribucion de
expresion similar (Adicional Figura 3B), y teniendo en cuenta su posicion dentro del transcrito de ARNm como en
comparacioén con los clones de ADNc en los microensayos de ADNc Stanford como anotada dentro del recurso
NetAffx.
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[0202] Conjunto de de prueba: La expresion de genes y datos clinicos de los 242 pacientes adultos con NKAML
perfiladas con Affymetrix HG U133A y HG-U133 Plus 2,0 microensayos por Metzeler et al. se obtuvieron de la
Expresion Génica Omnibus utilizando los nimeros de acceso correspondientes (GSE12417). Dado que los datos
brutos no estaban disponibles para este conjunto de datos, con el proposito de evaluar el valor pronostico de CD47,
se emplearon los conjuntos de datos normalizados proporcionados por los autores (base 2 LOGARITHM ritmos) y la
expresion de CD47 evaluado utilizando el conjunto de sondas en los microensayos 213857_s_at correspondientes.

[0203] Validacién del conjunto de datos de expresion génica de los 137 pacientes con AML cariotipo normal
perfilado con microensayos de ADNc por Bullinger et al. se obtuvieron de la Stanford Microarray Databasel0. La
informacién clinica correspondiente incluyendo los datos de resultados y estado de mutacion del FLT3 fueron
amablemente proporcionados por los autores. Uso de las anotaciones originales de caracteristicas de microensayo,
asi como SOURCE11, RefSeg5, y la UCSC Genome Browser6, identificamos IMAGEN: 811819 como una
secuencia de clon de ADNc verificada al 3' terminal de exén de CD47 constitutivamente transcrita en los
microensayos de ADNCc correspondientes.

[0204] Detalles del tratamiento: los pacientes con AML descritos por Valk et al. (Conjunto de entrenamiento), fueron
tratados de acuerdo con varios protocolos del grupo de Hematologia-Oncologia Cooperativa belga-holandesa. La
mayoria (90%) de los pacientes NK-ALD descritos por Metzeler et al. (conjunto de prueba) fueron tratados por
protocolo AMLCG-1999 del Grupo Cooperativo AML aleman, con todos los pacientes que recibieron intensiva doble
induccion y quimioterapia de consolidacién. Todos los 137 pacientes NK-AML descritos por Bullinger et al. (conjunto
de validacion) recibieron estandar de atencion intensificada regimenes de tratamiento (protocolo de AML HD98A),
que incluyeron 2 ciclos de terapia de induccion con idarubicina, citarabina y etopdsido, un ciclo de consolidacion de
dosis altas de citarabina y mitoxantrona (HAM), seguidas de asignacién aleatoria a un ciclo de consolidacion tardia
de HAM en comparacion con trasplante de células hematopoyéticas autdlogas en caso de que ningin donante
familiar HLA idéntico estuviese disponible para el trasplante alogénico de células hematopoyéticas.

[0205] Analisis estadistico. Se han utilizado dos pruebas t y analisis de la varianza de cola para la estimacién de
diferencias significativas en el nivel de expresion de CD47 entre los subgrupos de AML en base a categorizaciones
morfolégicas, citogenéticas y moleculares. Las asociaciones entre los grupos de CD47 altos y bajos y caracteristicas
clinicas, demograficas y moleculares de referencia fueron analizadas mediante pruebas de suma de rangos exactos
y Mann-Whitney de Fisher para las variables categdricas y continuas, respectivamente. Se consideraron los valores
de p de dos lados de menos de 0,05 para indicar la significacién estadistica.

[0206] El valor pronéstico de la expresion de CD47 se midi6 a través de la comparacion de la supervivencia global y
libre de eventos de los pacientes con estimacion de las curvas de supervivencia por el método del producto limite de
Kaplan-Meier y la prueba de log-rank. Dentro de este analisis, primero derivamos una clasificacion binaria de los
pacientes con AML en alta CD47 y grupos de bajos de expresion de CD47 mediante la comparacion de la expresion
de CD47 (tal como se mide por 213857_s_at dentro GSE1159) con respecto a un umbral 6ptimo. Este umbral se
determiné utilizando X-Tile16, un método que se empled para maximizar el estadistico chi-cuadrado entre los dos
grupos para la esperada en funcion del numero observado de muertes. Esta estratificacion segrega a los 261
pacientes con AML con datos de resultados disponibles en dos grupos de tamafio desigual, con un 72% de los
pacientes con menor expresién CD47 considerada baja, y el 28% con la mas alta expresién de CD47 considerada
alta. Estos dos grupos tienen supervivencia general diferente, con una razén de riesgo de 1,42 para el grupo alto
CDA47, y el correspondiente valor de p no corregida de 0,033, lo que requiere la validacion cruzada para evitar el
riesgo de sobreajuste.

[0207] Como consecuencia, se evaluo la validez y firmeza de la estratificacion del riesgo mediante la expresion de
CD47 mediante la aplicacion de este umbral 6ptimo para una cohorte de prueba independiente de 242 pacientes con
LMA-NK descritos por Metzeler et al. Cabe destacar que, a pesar de la presencia de otras variables que
potencialmente confunden asociaciones con la supervivencia (incluyendo edad mas avanzada, y diferentes
terapias), la derivaciéon de un punto de corte de Optimo uso de los 242 pacientes NK-AML dentro del conjunto de
datos de prueba arrojé una estratificacién similar, con el 74% de los pacientes con menor expresion CD47
considerada baja, y el 26% con la méas alta expresion de CD47 considerada alta.

[0208] A continuacién, se evaluo la validez de esta estratificacion en una cohorte de validacion cruzada de 137
pacientes con NK-AML tratados uniformemente descritos por Bullinger et al. Dentro de este conjunto de datos de
validacién, podriamos definir de manera similar dos grupos de tamafio similar (es decir, el 72% y el 28% con bajos y
mas altos niveles de CD47, respectivamente), y estos dos grupos tuvieron resultados significativamente diferentes
cuando se evaluaron para la supervivencia global (figura 22B, p = 0,002, indice de riesgo 2,02, IC del 95%: 1,37 a
4,03), y la supervivencia libre de eventos (Figura 223A, p = 0,004, razon de riesgo: 1,94; IC del 95%: 1,30 a la 3,77).
De los 137 pacientes, 5 no tuvieron mediciones fiables para CD47 cuando se utilizan los criterios de seleccion de
datos y normalizacion descritos por los autores.

[0209] Para determinar la solidez de esta asociacion, que también examiné el valor predictivo de la expresion de

CD47 cuando la cohorte de validacion se dividié en grupos de expresion de CD47 de expresion baja y alta basada
en la relativa a la mediana, o0 como una variable continua. Como se ha descrito anteriormente, una mayor expresion

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 582340 T3

de CD47 se asocia a una peor supervivencia libre de eventos y global. De los 137 pacientes estudiados, un
subgrupo de 123 pacientes tenian datos disponibles de supervivencia, los datos de expresién de CD47, y el estado
de FLT3-ITD reportados. Dentro de este grupo, se evalud la relacion entre el nivel de expresion CD47 como una
variable continua con el resultado mediante el analisis univariado de Cox de riesgos proporcionales, con una
supervivencia libre de eventos o la supervivencia general como la variable dependiente. Se utiliz6 el analisis
multivariante de Cox-riesgos proporcionales con la supervivencia libre de eventos o la supervivencia global como la
variable dependiente y el estado FLT3-ITD, edad y nivel de expresién continua de CD47 como variables
independientes directamente evaluadas.

[0210] Las asociaciones de CD47 con otras variables (por ejemplo, NPM1, CEBPA) estaban limitadas por el tamafio
de la muestra y los datos que faltan para covariables. Se utilizé la prueba de Wald para evaluar la importancia de
cada covariable en el analisis multivariado. Analisis univariados y multivariados de riesgos proporcionales se
realizaron utilizando la funcién coxph en el paquete estadistico R.

Ejemplo 5

CD47 es un factor pronéstico y terapéutico anticuerpo diana en células madre del cancer de tumor sélido

[0211] Se ha encontrado que el aumento de expresién CD47 se asocia con peores resultados clinicos en el linfoma
difuso de células grandes B- (DLBCL) y carcinoma de ovario (Figura 24). Ademas, se ha encontrado ahora que los

anticuerpos anti-CD47 permiten la fagocitosis de células madre de cancer de cancer de vejiga, carcinoma de ovario,
y meduloblastoma in vitro con macréfagos humanos (Figura 25).

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 582340 T3

Reivindicaciones

1.

10.

11.

Un inhibidor de CD47 para su uso en un método de tratamiento del cancer mediante el aumento de la
fagocitosis de las células tumorales que viven en un sujeto humano, en el que dicho inhibidor es un
anticuerpo que une CDA47 en la superficie de una célula tumoral de vida y por lo tanto evita la union de
dicho CD47 a un receptor SIRPa en la superficie de una célula fagocitica, orientando de este modo la célula
tumoral viva para la fagocitosis.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacién 1, en el que las células tumorales son células de
leucemia aguda.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacion 2, en el que las células tumorales son células
AML o ALL.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacion 1, en el que las células tumorales son células de
tumores sélidos.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacién 4, en el que las células de tumores sélidos son
células de carcinoma.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacién 5, en el que las células de carcinoma son células
de carcinoma de vejiga o carcinoma de ovario.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacién 5, en el que las células de tumores sélidos son
células de glioblastoma.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo se conjuga a un
agente citotoxico.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacion 8, en el que dicho agente citotoxico se selecciona
del grupo que consiste de un is6topo radiactivo, un agente quimioterapéutico y una toxina.

Un inhibidor de CD47 para su uso segun la reivindicacion 1 en el que el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico

Un inhibidor de CDA47 para el uso de la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 8 en el que el inhibidor de CD47
se orienta a o reduce las células madre de la leucemia aguda en un sujeto humano.
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