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DESCRIPCION
Método para aislar una célula cancerosa resistente a agentes quimioterapéuticos con propiedades de célula madre
Campo de la invencion

[0001] La presente invencién se refiere a métodos para aislar células madre cancerosas y las células madre
cancerosas asi aisladas. También se refiere a métodos para cribar compuestos de interés para determinar si tienen
posible eficacia como agentes antitumorales.

Antecedentes y estado de la técnica

[0002] La mayoria de muertes por cancer tras quimioterapia y remision resultan de la reaparicion del tumor tratado
original o tumores. Esto parece ser algo contradictorio, ya que las terapias para el cancer conocidas eliminan
algunas veces, pero no siempre, tumores hasta tal punto que un paciente puede declararse “curado”.

[0003] Una teoria que se ha adelantado para explicar la reaparicion de tumores, ademas del crecimiento tumoral
de por si, es la teoria de la “célula madre cancerosa” o “CMC”. En resumen, esta teoria plantea que una rara
poblacién de células cancerosas que poseen algunas caracteristicas de células madre experimentan division
asimétrica que a su vez conduce a células madre de sustitucién, y a poblaciones de linaje mas limitado de células
amplificadoras de tumores. Estas “nuevas” células proliferan rapidamente, y constituyen la mayoria del tumor, a
diferencia de las células madre, que son de ciclo lento, quiescentes, y son resistentes a terapias que se dirigen
rapidamente a células en division. El resultado de esto es que mientras que la mayoria de las células en un tumor
son susceptibles a una o mas de estas terapias dirigidas, la pequeia poblacion de células cancerosas
quimiorresistentes similares a células madre no se destruyen, y se repite el ciclo tratado anteriormente.

[0004] Claramente, hay una necesidad de identificar estas células cancerosas similares a células madre, ademas
de una necesidad de cuantificar su presencia en tumores de un sujeto particular o paciente. Por tanto, mientras que
el campo de la oncologia reconoce varias quimioterapias para el cancer, “una talla no sirve para todos”, y sigue
existiendo la necesidad de desarrollar terapias dirigidas, ademas de un método més general para identificar
farmacos antitumorales posiblemente Utiles.

[0005] Las patentes de EE.UU. n° 5.888.497; 6.303.151; 6.808.705; 6.818.230; 7.041.504; y 7.297.331, describen
métodos para encapsular células cancerosas en perlas de agarosa, que a su vez estan recubiertas con agarosa. El
tipo de agarosa puede variar, como se muestra en el contexto de otros tipos de células (islotes), como por, por
ejemplo, la solicitud publicada 2007/0071 732. Los trabajos en estos encapsulados de células cancerosas ha
conducido a la observacion de que se desarrollan poblaciones de células que podrian poseer propiedades paralelas
a las de las células madre. Asi, era de interés determinar si los materiales descritos en estas referencias podrian
usarse para aislar células cancerosas resistentes a la quimioterapia, que también poseyeran propiedades similares a
células madre. Como resultado, también se aprendié6 que estos encapsulados podrian usarse para cribar
compuestos de interés para determinar si el compuesto era eficaz contra canceres.

[0006] Codmo se alcanzan estos y otros aspectos de la invencion se observara en la siguiente divulgacion.
Descripcion detallada de realizaciones preferidas

[0007] La presente invenciéon se refiere a un método para determinar el pronostico de un sujeto que padece
cancer, que comprende:

i) encapsular una muestra de células cancerosas tomadas de dicho sujeto en una perla recubierta con
agarosa, que contiene agarosa;

ii) cultivar dicha perla recubierta con agarosa que contiene agarosa para cultivar dichas células cancerosas;
iii) poner en contacto dicha perla recubierta con agarosa que contiene agarosa con un agente
quimioterapéutico; y

iv) determinar cuales de las células cancerosas que quedan después del contacto con dicho agente
quimioterapéutico expresan OCT4; y

v) en el que un alto porcentaje de dichas células cancerosas que expresan OCT4 es indicativo de un peor
prondstico para dicho sujeto en comparacién con un sujeto que muestra pocas o ninguna célula que
expresen OCT4 en la muestra encapsulada correspondiente.

[0008] EI método de acuerdo con la reivindicacion 1 encuentra soporte experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

[0009] Se prepararon perlas de agarosa recubiertas con agarosa, que contenian células RENCA segun Smith y
col., Canc Res., 71(3): 716-724 (2011); y Smith y col., Canc. Res. 71(3): 724-735 (2011). Las perlas resultantes se
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cultivaron en medio durante 12 semanas.A continuacion, las muestras de perlas se expusieron a un Unico farmaco
contra el cancer conocido, a una de tres concentraciones variables. La exposicién implico la incubacion de las perlas
en presencia del farmaco durante un periodo de tiempo basado en la semivida conocida del farmaco.Tras la
incubacién, las perlas se lavaron dos veces y se transfirieron a medio de cultivo sin tratamiento previo. También se
prepararon controles, que incluyeron perlas sin tratar, ademas de perlas expuestas a cualquier vehiculo usado para
solubilizar el farmaco.

[0010] Se realiz6 el examen histoldgico de las perlas una semana tras la exposicion al farmaco. En algunos casos,
no hubo cambio, mientras que en otros, el farmaco produjo la pérdida completa de la viabilidad celular y en otros, y
hubo un efecto intermedio. Los resultados son los siguientes:

Agente Tiempo de tratamiento Dosis Efecto
60 ng/ml -
Cisplatino 1h 600 ng/ml -
6000 ng/ml -
25 ug/ml +/-
Carboplatino 5 dias 250 pg/ml +
2500 pg/ml +
0,45 pg/mi -
Metotrexato 1 dia 4,5 pg/ml -
45 pg/ml -
5 pg/ml +
Doxorubicina 2 dias 50 pg/ml +
100 pg/ml +
0,1 pg/ml -
Vinorelbina 2 dias 1 pg/mi +/-
10 pg/ml +/-
0,5 pg/ml +/-
Docetaxel 1 dia 5 pg/mi +/-
50 pg/ml +/-
0,35 pg/ml -
Paclitaxel 1 dia 3,5 pg/ml +/-
35 ug/ml +/-

Ejemplo 2

[0011] EI tratamiento con docetaxel y paclitaxel no destruyd todas las células dentro de las colonias de tumor
encapsulado, y asi las perlas que se habian tratado con estos farmacos se seleccionaron para estudio adicional.
También podrian haberse usado perlas tratadas con Carboplatino a una baja concentracion, o Vinorelbina, a una
concentracién intermedia.

[0012] Las perlas tratadas con Paclitaxel y Docetaxel se cultivaron bajo condiciones estandar, ya que fueron perlas
de control que se habian expuesto a DMSO, que era el vehiculo para la administraciéon de los dos farmacos. El
periodo de cultivo fue 18 semanas.

[0013] Las células encapsuladas en perlas tratadas con DMSO mostraron morfologia normal, que es colonias de
tumor elipticas, que consisten en un borde de células, 1-2 células de espesor, que rodea el residuo interno. A
diferencia, las perlas que se habian tratado con 3,5 pg/ml de Paclitaxel mostraron una pérdida de células durante 6
semanas, con un regreso al nimero previo al tratamiento de células en la semana 18. Las perlas tratadas con
Docetaxel (5 pg/ml) mostraron un patron coherente de solo 1-2 células por colonia, 6 semanas después del
tratamiento. Aproximadamente el 10 % de las perlas desarrollaron 1 6 2 colonias grandes, en la semana 18.

[0014] Con el fin de cuantificar la pérdida de células, se seccionaron y se tifieron perlas representativas de los
grupos de control de DMSO, de Paclitaxel y de Docetaxel, usando métodos convencionales, con el fin de permitir el
recuento de nlcleos de células. Los resultados se normalizaron a las perlas tratadas con DMSO.

[0015] En el caso del tratamiento con Paclitaxel, hubo una pérdida inicial durante las semanas 1-3 de
aproximadamente el 25 % de células por colonia. La mayoria de las colonias contuvieron células viables. Los
nuameros de células habian aumentado después de 18 semanas para ser equivalentes a las perlas de DMSO de
control. En el caso de perlas tratadas con Docetaxel, éstas perdieron células viables muy rapidamente, de forma que
solo 1-2 células viables estuvieron presentes en las colonias 6 semanas después del tratamiento. En la semana 18,
aproximadamente el 10 % de las perlas habian desarrollado 1 é 2 colonias grandes de células, indicando asi que las
células RENCA resistentes a Docetaxel pueden formar nuevas colonias dentro de las perlas.
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Ejemplo 3

[0016] Pruebas evidentes sugieren que OCT4 (“factor de transcripcién 4 de unién octamero”), un marcador para
células madre embrionarias, puede usarse conjuntamente con otros factores de transcripciéon para inducir células
adultas a un similar a células madre pluripotentes. Véase, por ejemplo, Park y col., Nature 451 (7475): 141-146
(2008). Pueden encontrarse marcadores adicionales caracteristicos de células madre en, por ejemplo, International
Stem Cell Initiative, y col., Nat. Biotechnol 25(7):803-16 (2007). Se llevaron a cabo experimentos para determinar si
las células que permanecieron en las células tratadas con Docetaxel, seis semanas después del tratamiento,
mostraron este marcador.

[0017] Las células se tifieron con DAPI, para identificar células vivas, mientras que se usaron procedimientos
inmunoquimicos estandar para tefiir OCT4, usando un anticuerpo policlonal de conejo para OCT4 y un anticuerpo de
cabra anti-lgG6 marcada con un conjugado de Fluor 488. Los resultados indicaron que las células vivas expresaron
OCT4. La expresion, junto con la resistencia a Docetaxel, sugiere que las células restantes son células madre
cancerosas.

Ejemplo 4

[0018] Un requisito de las células madre cancerosas es la capacidad para formar colonias de células cancerosas.
Para determinar si las células descritas arriba podrian actuar asi, las colonias se desplazaron de las perlas, y se
recogieron las células supervivientes, mediante rotura mecénica, 5-6 semanas después de la eliminacion, y las
colonias se trocearon con pinzas en RPMI 1640 mas 10 % suero de bovino recién nacido. A continuacion, la
suspensién se paso a través de un filtro de células de 40 um, de manera que se minimizara cualquier residuo de
agarosa, y se sedimenté mediante centrifugacion. Se resuspendieron sedimentos de células, en medio de cultivo sin
tratamiento previo, y se cultivaron tanto in vitro (200 células/ml, en RPMI 1640 complementado con 10 % suero de
bovino recién nacido) como se cultivaron in vivo. Para la elaboracién, se mezclaron 200 células con una gota de
sangre de un ratdn receptor, formando asi un coagulo, que a continuacion se implantd bajo una capsula renal del
raton de la que se tomo la sangre. A continuacién, los ratones se observaron para el crecimiento de tumores. El
desarrollo de un tumor después del trasplante in vivo de células madre purificadas se considera el “estandar de oro”
reconocido en la materia para identificar células madre cancerosas.

[0019] Las células RENCA cultivadas in vitro fueron mucho mayores que las células RENCA normales que se
cultivaron en monocapa, y no se observd que experimentaran crecimiento celular durante aproximadamente 16
semanas. 16-17 semanas después del cultivo, las células formaron placas y empezaron a proliferar tras someterse a
pases semanalmente, y cultivarse como una monocapa en cultivo. Pero dos semanas después del inicio del
crecimiento de la monocapa, estas células tuvieron tasas de crecimiento que fueron comparables a las de las células
RENCA normales, y aparecieron como células de monocapa RENCA normales, con tamafo y morfologia
equivalentes.

[0020] De los diez ratones que recibieron implantes, uno desarrollé6 un tumor bajo la capsula, y murié 98 dias
después de la inducciéon. También desarrollo metastasis al pulmon.

[0021] Los resultados indican que estas células pueden asi considerarse células madre cancerosas.

[0022] Los anteriores ejemplos exponen diversos aspectos de la invencion, que incluyen un método para aislar
células cancerosas que son resistentes a agentes quimioterapéuticos, tales como Docetaxel, y que poseen una o
mas propiedades de células madre, tales como expresion de OCT4. Otras propiedades de células madre son muy
conocidas para la materia y no se repiten aqui. EI método implica encapsular una muestra de células cancerosas en
una perla que contiene agarosa que luego se recubre con agarosa, cultivar la perla resultante para cultivar las
células cancerosas contenidas en ella, poner en contacto la perla con un agente quimioterapéutico y determinar
cuales de dichas células restantes expresan OCT4, tanto in situ como por eliminacion de las mismas.

[0023] Este método puede usarse, por ejemplo, para desarrollar un prondstico para un sujeto que padece cancer,
debido a que, como se ha indicado anteriormente, las células del tipo descritas en el presente documento son
responsables de la reaparicién del cancer en sujetos. Esencialmente, un alto porcentaje de dichas células indica un
peor prondstico para un paciente que seria el caso de un paciente que presenta pocas, o ninguna de tales células,
en la muestra encapsulada.

[0024] Puede usarse cualquier agente quimioterapéutico en el método de la invencién, como cualquier tipo de
cancer. El experto conocera muchos otros agentes terapéuticos conocidos para la terapia contra el cancer. De
manera similar, se reconocera que, a partir de, por ejemplo, las referencias citadas anteriormente, pueden usarse
diversos canceres y agarosas, ademas de los descritos en el presente documento.. Por tanto, las perlas de la
invencion pueden incluir materiales tales como colageno, u otros materiales compatibles con agarosa. Las células
cancerosas son preferentemente células de mamifero, y lo mas preferentemente células humanas.
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[0025] EI hecho de que las células aisladas sean resistentes a los agentes quimioterapéuticos conocidos
informados en el presente documento no significa, sin embargo, que sean “de por si” quimiorresistentes. Los
agentes probados en el presente documento, como se indica, son farmacos que son Utiles, generalmente, en la
destruccién de células que proliferan rapidamente. Hay otras terapias disponibles para las células del tipo
representado por las células que quedan en las perlas de agarosa recubiertas con agarosa, que seran conocidas
para el experto. Aunque no se informa en el presente documento, tales farmacos pueden probarse contra estas
células que expresan OCT4 quimioterapéuticamente resistentes similares a células madre, y puede desarrollarse
una pauta terapéutica en la que, por ejemplo, un sujeto recibe, como primer ciclo de terapia, un agente
antineoplasico estandar, seguido de un agente dirigido al tipo de células aisladas y descritas en el presente
documento. Tales células son células cancerosas aisladas que son resistentes a agentes quimioterapéuticos, tales
como Docetaxel, y que expresan OCT4. En este aspecto de la invencion, la sustancia de interés puede probarse
contra las células cancerosas similares a células madre que quedan después del contacto con el primer agente, o
pueden encapsular una muestra separada de células cancerosas similares a células madre y proceder del mismo
modo.

[0026] EIl experto también observara que la invencion se refiere a un método para determinar si un compuesto de
interés tiene eficacia como agente antitumoral. Como se observara, el método implica poner en contacto un
compuesto de interés con una perla de agarosa recubierta con agarosa que contiene una muestra de células
cancerosas, durante un periodo de tiempo elegido y a una concentracion elegida, y determinar si dicho compuesto
destruye un porcentaje de células superior a un control. En tales casos, el compuesto puede considerarse que es
terapéuticamente U(til, ademas de U(til, en contextos no terapéuticos, tales como su uso en destruir células
cancerosas en una poblacion de células mixtas, o en eliminar células cancerosas no de células madre de una
mezcla de células. También se contemplan “mezclas” de mas de un agente terapéutico posiblemente utiles, o
combinaciones de agentes terapéuticos conocidos con compuestos de prueba, para determinar si la terapia de
combinacion es apropiada.

[0027] Otras caracteristicas de la invencion seran evidentes para el experto en la técnica y no necesitan ser
reiteradas aqui.

[0028] Los términos y la expresion que se han empleado se usan como términos de descripcién y no de limitacion,
y no hay intencién en el uso de dichos términos y expresion de excluir ningin equivalente de las caracteristicas
mostradas y descritas o porciones de las mismas, reconociendo que son posibles diversas modificaciones dentro del
alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para determinar el pronéstico de un sujeto que padece cancer, que comprende:

i) encapsular una muestra de células cancerosas tomadas de dicho sujeto en una perla recubierta con
agarosa, que contiene agarosa;

ii) cultivar dicha perla recubierta con agarosa que contiene agarosa para cultivar dichas células cancerosas;
iii) poner en contacto dicha perla recubierta con agarosa que contiene agarosa con un agente
quimioterapéutico; y

iv) determinar cuales de las células cancerosas que quedan después del contacto con dicho agente
quimioterapéutico expresan OCT4; y

v) en el que un alto porcentaje de dichas células cancerosas que expresan OCT4 es indicativo de un peor
pronéstico para dicho sujeto en comparacién con un sujeto que muestra pocas o ninguna célula que
expresen OCT4 en la muestra encapsulada correspondiente.
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