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DESCRIPCION
Identificacion de marcadores de células madre cancerosas y uso de los mismos para diagnéstico y tratamiento
Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos de identificacién de marcadores de células madre cancerosas en un tumor
primario humano como se define en las reivindicaciones adjuntas. Entonces, pueden identificarse marcadores que
distinguen las células madre cancerosas de las otras células cancerosas presentes en el tumor primario para ayudar
en el diagnéstico del cancer. Ademas, los marcadores pueden ser una diana para el tratamiento del cancer.

Los ultimos afios han sido testigos de los emocionantes descubrimientos de células iniciadoras de cancer/células
madre cancerosas (CMC) en tumores sélidos. Aplicando los principios establecidos a partir de la investigacién con
células madre, las CMC humanas se definen funcionalmente por su capacidad enriquecida para regenerar canceres
usando modelos en ratén de xenoinjerto (Xn). Al igual que las células madre normales, las CMC pueden reproducirse
ellas mismas a través del proceso de autorrenovacion, que puede estudiarse en ensayos de trasplante en serie.
Adicionalmente, canceres derivados de CMC purificadas recapitulan los fenotipos heterogéneos del cancer parental
del que derivaron, reflejando la capacidad de diferenciacion de las CMC. Se ha realizado un aislamiento prospectivo
de CMC basandose en la expresién de marcadores de superficie, permitiendo el aislamiento repetido de poblaciones
altamente purificadas de células madre mediante citometria de flujo antes del cultivo celular.

Los tumores rabdoides malignos se encuentran entre los tumores embrionarios mas agresivos y altamente malignos
en nifos pequefios. Estos tumores pueden aparecer en el rifndn (denominados tumores rabdoides), en tejidos
extrarrenales o en el sistema nervioso central (denominados TTRA). Se caracterizan por una penetracion casi
completa de la pérdida de SMARCB1, un componente central del complejo de remodelacién de cromatina SWI/SNF
ubicado en la regién 11.2 del brazo largo del cromosoma 22 (22g11.2). Se describieron mutaciones en la estirpe
germinal y se correlacionan con una edad muy temprana en el diagnéstico, tumores sincrénicos y metacrénicos en
diferentes sitios y peor prondstico. Se cree que la expresion anormal de genes debido a la pérdida de la funcién
SWI/SNF desempefia una funcién importante en la carcinogénesis, concordante con la importante funcion de la
remodelacion de la cromatina en la sefializacién con citocinas, la diferenciacion, la pluripotencia y la autorrenovacion.
A pesar de la atencion médica optimizada disponible actualmente, incluyendo la cirugia, la quimioterapia y la radiacion,
el tumor rabdoide mantiene un prondstico muy malo, con una supervivencia global de aproximadamente el 25 %. Para
mejorar las tasas de curacién y disminuir la morbilidad a corto y largo plazo, es necesaria una expansion continua de
nuestra comprension de los origenes de los tumores, el desarrollo de modelos para la investigacion del cancer tumoral
y el desarrollo de nuevas terapias biol6gicamente mas tolerables.

Los antecedentes incluyen Pode-Shakked et al., EMBO Molecular Medicine, Volumen 5, Numero 1, paginas 18-37,
2013, y Metildi et al., Cancer Res 2014; 74 (19 Supl): Resumen n.° 4960. doi: 10.1158/1538-7445.AM2014-4960.

Sumario de la invencién

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método de
identificacion de marcadores de células madre cancerosas en un tumor primario humano que comprende:

(a) hacer pases in vivo del tumor primario a un animal no humano inmunodeficiente, en donde las células del tumor
primario y las células sometidas a pases del tumor primario no se someten a inmunoaislamiento; y; y

(b) comparar un nivel de al menos un antigeno en una primera poblacion de células tumorales sometidas a pases
del tumor primario con una segunda poblacion de células tumorales del tumor primario en donde dicha primera
poblacion de células tumorales sometidas a pases se somete a pases in vivo durante al menos 10 pases, en donde
la segunda poblacién de células tumorales son:

(i) células no sometidas a pases del tumor primario humano; o

(ii) células sometidas a pases in vivo del tumor primario humano, en donde la segunda poblacién de células
tumorales se ha sometido a pases in vivo durante al menos un nimero menos de pases que la primera
poblacién de células tumorales sometidas a pases,

en donde un aumento en la cantidad del antigeno en la primera poblacién de células tumorales en comparaciéon con
la cantidad del antigeno en la segunda poblacién de células tumorales es indicativo de un marcador de células madre
cancerosas en el tumor primario humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, el numero de pases de la primera poblacion de células
sometidas a pases se selecciona de manera que haya un fenotipo de agresividad tumoral aparente que no aumente
significativamente durante al menos dos pases consecutivos.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el nimero de pases de la primera poblacion se selecciona de
manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacién mas tardia usando 5000 células de la primera
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poblacién de células sometidas a pases aumente al menos 5 veces en comparacion con células no sometidas a pases
del tumor primario humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, el numero de pases de la primera poblacion de células
sometidas a pases se selecciona de manera que la relacion de células madre cancerosas: células madre no
cancerosas en la primera poblacion de células sometidas a pases sea superior a 1:1000.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, el antigeno es un polipéptido.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el aumento en la cantidad del polipéptido es un aumento en un
nivel de expresién del polipéptido por célula.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el aumento en la cantidad del polipéptido es un aumento en
una cantidad de células que expresan el polipéptido.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el aumento en la cantidad del polipéptido es un aumento en un
nivel de expresion del polipéptido por célula y un aumento en una cantidad de células que expresan el polipéptido.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la frecuencia de células madre cancerosas en la primera
poblacién de células tumorales: frecuencia de células madre cancerosas en la segunda poblacién de células tumorales
es superior a 5:1.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el tumor primario es un tumor pediatrico.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el tumor primario se selecciona entre el grupo que consiste en
tumor teratoide/rabdoide atipico (TTRA), sarcoma de Ewing, angiomiolipoma, blastoma pleuropulmonar y tumor de
Wilms.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el pase se efectia en ratones.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la etapa se efectua implantando en un animal no humano
células no disociadas de una muestra de tejido de un xenoinjerto del tumor primario.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la etapa se efectua implantando en un animal no humano una
suspensién de células individuales de un xenoinjerto del tumor primario.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la determinacion de la expresion del al menos un polipéptido
se efectua a nivel del ARNm.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la determinacion de la expresion del al menos un polipéptido
se efectla a nivel de proteinas.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el fenotipo de agresividad de las células cancerosas se
selecciona entre el grupo que consiste en un nivel de un marcador de células cancerosas, un perfil de expresion
génica, un tiempo para que el xenoinjerto agarre, una cantidad de células necesarias para la generacién de xenoinjerto,
una capacidad de migrar, una capacidad de invadir tejido no canceroso y un nivel de proliferacion.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el antigeno es un marcador de células madre cancerosas
identificado de acuerdo con el método que se describe en el presente documento.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, el antigeno es un polipéptido.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la relacion de expresion del polipéptido en el tumor primario:
expresion del polipéptido en las células sometidas a pases in vivo es de al menos 1:5.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el polipéptido es lisil oxidasa (LOX).

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el agente es B-aminopropionitrilo (BAPN).

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, cuando el marcador de células madre cancerosas se selecciona
entre el grupo que consiste en semaforina 3C (SEMA3C), lisil oxidasa (LOX), glucoproteina M6A (GPM6A), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF/SF) y aldehido deshidrogenasa1 (ALDH1), el cdncer es TTRA.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y/o cientificos utilizados en el presente documento tienen

el mismo significado que comprende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la invencion. Aunque
pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente documento en la
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practica o el ensayo de realizaciones de la invenciodn, a continuacién se describen métodos y/o materiales de ejemplo.
En caso de conflicto, prevalecera la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las definiciones. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes necesariamente.

Breve descripcion de las diversas vistas de los dibujos

Algunas realizaciones de la invencion se describen en el presente documento, a modo de ejemplo solamente, con
referencia a las imagenes adjuntas. Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se enfatiza que los
detalles que se muestran son a modo de ejemplo y con fines de andlisis ilustrativo de realizaciones de la invencion. A
este respecto, la descripcion tomada junto con los dibujos hace evidente a los expertos en la materia cémo pueden
ponerse en practica realizaciones de la invencion.

En los dibujos:

FIG. 1A-D. La propagacion a largo plazo de TRM se asocia a un aumento en la frecuencia de CMC (A) La
propagacion de Xn en serie se correlaciona con un tiempo mas corto para el injerto del tumor (azul) y un aumento
en la relaciéon peso/tiempo para reseccion (rojo), lo que indica un cambio en el comportamiento del tumor hacia un
fenotipo mas agresivo; (B) Tincién HyE de TRM primario, Xn de pase temprano (P2), Xn de pase intermedio (P7)
y Xn de pase tardio (P14). Las células tumorales de Xn mantienen la morfologia celular basica de tipo rabdoide
con algunas diferencias morfolégicas incluyendo la obtencion de células en forma de huso, vastas areas de
necrosis, menos cuerpos apoptoticos y mas mitosis (flechas de color blanco). Barra de escala, 100 mm (parte
superior) y 50 mm (parte inferior); (C) IHQ de TRM primario, Xn de pase temprano (P2), Xn de pase intermedio
(P7)y Xn de pase tardio (P14) en secciones en serie para citoqueratina AE1/AE3, antigeno de membrana epitelial
(EMA), proteina de neurofilamento (NFP) y vimentina. La alta generacion de Xn mostré una pérdida de marcadores
de diferenciacion (tres paneles superiores) mientras que el tumor primario y los tejidos de Xn expresan fuertemente
vimentina (panel inferior). Barra de escala, 200 mm; (D) Analisis por qRT-PCR que compara los niveles de
expresion de E-cadherina y vimentina entre el tumor primario, el Xn de pase temprano (P3) y el Xn de pase tardio
(P17). La expresion del marcador epitelial, E-cadherina, se regula negativamente durante la propagacién en serie,
mientras que la expresién de vimentina permanece permanente. Para los analisis por qRT-PCR, los valores de las
células tumorales primarias se usaron para normalizar (por tanto = 1) y todos los demas valores se calcularon con
respecto a ellos. Los resultados se presentan como la media 6 E.T.M de tres experimentos separados. *p<0,05;
(D) Analisis por citometria de flujo representativo de células de Xn de pases de TRM bajos, intermedios y altos
para la expresion de varios marcadores de CMC, incluyendo los antigenos de CD24, CD34, CD90, CD56, CD326
y ALDH1 en suspensiones de células individuales. Los resultados revelaron que ALDH1 es un buen candidato de
marcador de CMC de TRM, presentando un patron de aumento de la expresion a través de los pases de Xn.

FIG. 2A-E. El distintivo génico global asociado a una actividad iniciadora de tumores potenciada revela supuestos
biomarcadores de CMC y una nueva diana terapéutica. (A) Andlisis de expresion génica de micromatrices que
compara varias muestras diferentes: 1. TRM primario, 2. Xn de TRM temprano (P2), 3. Xn de TRM intermedio (P7),
4. Xn de TRM tardio (P17), 5. Células madre embrionarias humanas (CMEh), 6. Rifion fetal (RF), 7. Riidn de adulto
(RA), 8. Cerebro fetal (CF), 9. Cerebro de adulto (CA). La agrupacion jerarquica no supervisada revelé una gran
similitud entre los pases tardios de TRM y las CMEh, enfatizando su naturaleza indiferenciada; (B) la comparacion
de los tejidos de TRM reveld dos patrones distintos de expresion génica; los genes que estaban regulados
positivamente (rojo) y regulados negativamente (verde) a lo largo de los pases; (C) Los diez genes mas regulados
positivamente asociados al aumento de la funcion de CMC aumentada en TRM, incluyendo la semaforina 3C
(SEMA3C), la lisil oxidasa (LOX), la glucoproteina M6A (GPMG6A), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF/SF)
y la aldehido deshidrogenasa1 (ALDH1); (D) El mapa térmico génico que compara el patrén de expresion de varios
marcadores de proliferacion (por ejemplo, K167, CDC20, CDK1 y CCNA2) entre las diferentes muestras de TRM,
reveld que los pases altos son altamente proliferativos; (E) el analisis de la funcion ingenuity© demostro
disminucion de la necrosis, muerte celular y diferenciacion de células en Xn de pases altos en comparacion con
Xn de pases bajos y tumor primario.

FIG. 3A-E. ALDH1 es un supuesto marcador para CMC de TRM (A) La propagacion en serie de Xn de TRM humano
en ratones NOD/SCID da como resultado el enriquecimiento de células que expresan ALDH1, esquema; (B)
Analisis por FACS representativo de diferentes pases de Xn de TRM. A medida que los tumores progresaron, la
proporcion de células que expresaban ALDHA1 aumenté significativamente, un 4 % en células derivadas de P4
(izquierda) y un 25 % en células derivadas de células P10 (derecha), lo que indica un enriquecimiento en células
que expresaban ALDH1* a través de la propagacién en serie de Xn; (C) La IHQ de TRM primario, Xn de pase
intermedio (P7) y Xn de pase tardio (P13) para ALDH1 revela una mayor expresion con propagacion en serie de
Xn. Barra de escala, 200 mm; (D) IHQ de gran aumento de TRM primario para ALDH1 que demuestra que las
células con expresion alta de ALDH1 son principalmente células rabdoides grandes. Barra de escala, 200 mm; (E)
La validacion a través de gRT-PCR reveld una expresién alta de ALDH1 en pases tardios, aproximadamente 40
veces mayor en comparacion con el tumor primario. Para los analisis por gqRT-PCR, se usaron los valores para
células tumorales primarias para normalizar (por tanto = 1) y todos los demas valores se calcularon en
consecuencia. Los resultados se presentan como la media 6 E.T.M. de tres experimentos separados. *p<0,05; **
p<0,01.

FIG. 4A-D. Validacion funcional de ALDH1 como biomarcador de CMC de TRM (A) Se comparo la capacidad de
formacion de colonias entre las células de TRM ALDH1+ y ALDH1-. El nimero de colonias formadas por células
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ALDH1+ fue significativamente mayor en comparaciéon con las células ALDH1- (grafico de barras superior
izquierdo; p = 0,0083). EI nimero de células/colonia fue significativamente mayor en células ALDH1+ en
comparacion con células ALDH1- (grafico de barras inferior izquierdo; p = 0,0024). A la derecha se presentan
imagenes representativas de colonias formadas a partir de células ALDH1+ y ALDH-. Los experimentos se
realizaron por triplicado; (B) Los tumores que surgieron de las células ALDH1+ pudieron trasplantarse en serie
adicionalmente en receptores secundarios, demostrando capacidad de autorrenovacion in vivo, coherente con la
presencia de capacidad de inicio tumoral en esta poblacién; (C) El experimento de secuenciacion de ARN
demuestra que entre los genes mas regulados positivamente en las células ALDH+ en comparacion con las células
ALDH- se encontraban los genes significativamente sobreexpresados en pases de Xn tardios en comparacion con
el tumor primario (por ejemplo, ANXA1, GPM6A, HGF y LOX). (D) La validacién a través de qRT-PCR revel6 una
expresion alta de LOX en células ALDH+ clasificadas en comparacién con las células ALDH-. Para los analisis por
gRT-PCR, se usaron valores de las células ALDH- para normalizar (por tanto = 1) y todos los demas valores se
calcularon en consecuencia. Los resultados se presentan como la media 6 E.T.M. de tres experimentos separados;
*p<0,05. FIG. 5A-D. Validacion funcional del inhibidor LOX como posible diana terapéutica de TRM (A) Tincién IHQ
de tumor primario, pases de TRM tempranos (P2), intermedios (P7) y tardios (P14) para LOX. La tincion revelo
una expresion amplia y creciente a lo largo de la propagacion en serie de Xn. Barra de escala, 100 mm; (B) El
efecto de BAPN sobre células de Xn de tumor de Wilms (TW), un tumor pediatrico solido del rifidn habitual que se
propagé en serie en ratones. Los resultados no demostraron ningun efecto sobre la proliferacion de células de TW,
lo que indica un efecto especifico de la inhibicion de LOX en células de TRM. ** p<0,01; (C) El tratamiento con
BAPN indujo cambios morfoldgicos en las células de TRM, incluyendo la condensacion nuclear y la deglucion
celular. Barra de escala, 100 mm (parte superior) y 50 mm (parte inferior); (D) El ensayo de migracion revelé que
el tratamiento con BAPN 100 mM durante 48 h inhibi6 significativamente la capacidad de migracion de las células
de TRM, en comparacion con las células sin tratar. Barra de escala, 1000 mm. FIG. 6. Establecimiento del modelo
de Xn de TTRA, esquema. Se formaron injertos de tumor primario mediante un trasplante subcutaneo de trozos
de tumor de 2-5mm en ratones inmunodeficientes. Se observd que el tumor agarré en todos los ratones
permitiendo la propagacion tumoral. La propagacion secuencial de Xn de TTRA en ratones NOD/SCID se realizd
mediante trasplante de muestras de tejido o injerto de suspensiones de células individuales utilizando un nimero
fijo de 1x108 células. La propagacion en serie permitio establecer pases de Xn de TTRA bajos (<P5), medios (P5-
P10) y altos (P10-P15). También se usaron fragmentos de tejido para la tincion IHQ y el aislamiento de ARN, ADN
y proteinas. Las células adherentes también se usaron para estudios in vitro de las células del tumor.

FIG. 7A-D. Validacion funcional del inhibidor de LOX como agente terapéutico de CIC/CMC de TTRA (A) Ensayo
de viabilidad celular después del tratamiento. Se realiz6 un analisis por MTS, que examina la viabilidad celular, en
células de Xn P2 cultivadas con diferente concentracion de BAPN (10-1000f mM) durante 48 h. El tratamiento dio
como resultado una proliferacion significativamente reducida (47 % en comparacion con las células de UT) después
del tratamiento con BAPN 100 mM. **, p<0,01. (B) El tratamiento con BAPN indujo cambios morfolégicos en las
células de TTRA. Entre los cambios observados después del tratamiento estan: condensacién nuclear y deglucion
celular. Barra de escala, 100 mm (parte superior) y 50 mm (parte inferior). (C) El tratamiento con BAPN inhibe la
migracion celular. El ensayo de migracion reveld que el tratamiento con BAPN 100 mM durante 48 h inhibio
significativamente la capacidad de migracion de las células de TTRA, en comparacion con las células sin tratar.
Barra de escala, 1000 mm. (D) BAPN inhibe eficazmente la actividad de lox en células de TTRA. El kit de
cuantificacion de actividad de LOX muestra una inhibicién significativa después del tratamiento con BAPN 100 mM
en células P3y P10 (81 % y 63 % respectivamente).

FIG. 8A-B son graficos de dias promedio hasta que aparecié el tumor en funciéon del pase de xenoinjerto. La
propagacion de Xn en serie se correlacion6 con un tiempo mas corto para el injerto tumoral tanto en el sarcoma
de Ewing (Figura 8A) como en el tumor de Wilms (Figura 8B), lo que indica cambios en el comportamiento del
tumor hacia un fenotipo mas agresivo.

La FIG. 9 es un mapa térmico génico que revela pases posteriores de xenoinjerto tumoral como altamente
proliferativos, que presenta regulacion positiva de genes de autorrenovacion, con un distintivo génico invasivo, que
predice el comportamiento metastasico.

FIG. 10A - Inmunohistoquimica (IHQ) de varios pases de Xn (P4, P8, P12 y P17) para NCAM1 revela una mayor
expresion con propagacion en serie de Xn. Barra de escala, 200 mm;

FIG. 10B - El analisis por qRT-PCR revel6 una expresion alta de NCAM1 en el tumor primario en comparacién con
el control pulmonar adulto (derecha) y una expresion alta de NCAM1 en el pulmén fetal en comparacién con el
pulmoén adulto (izquierda). Los resultados se presentan como la media 6 E.T.M. de tres experimentos separados.
*, p<0,05.

FIG. 11A - IHQ de varias etapas de Xn (P4, P8, P12 y P17) para CD44 revela una mayor expresion con propagacion
en serie de Xn. Barra de escala, 200 mm;

FIG. 11B - IHQ de gran aumento de BPP primario para CD44 que demuestra que se dispersan células con
expresion alta de CD44 a lo largo del tumor. Barra de escala, 200 mm.

Descripcion de realizaciones especificas de la invencién

La presente divulgacion, en algunos aspectos de la misma, se refiere a métodos de enriquecimiento e identificacion
de células madre cancerosas en tumores primarios y opcionalmente aislamiento a partir de los mismos. Entonces,
pueden identificarse marcadores que distinguen las células madre cancerosas de las otras células cancerosas
presentes en el tumor primario para ayudar en el diagnéstico del cancer. Ademas, los marcadores pueden ser una
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diana para el tratamiento del cancer.

Antes de explicar al menos una realizacion de la invencién en detalle, Ha de comprenderse que la invencion no se
limita necesariamente en su aplicacién a los detalles que se exponen en la siguiente descripcién o se ejemplifican en
los Ejemplos. La invencion es susceptible de otras realizaciones o de ponerse en practica o realizarse de diversas
maneras.

Las células madre cancerosas (CMC) representan subconjuntos de células malignas en tumores organizados
jerarquicamente, que son capaces selectivamente de inicio tumoral y autorrenovacién y dan lugar a poblaciones
masivas de progenie de células cancerosas no oncogenas a través de diferenciacion.

Como corolario de observaciones de un fenotipo resistente a farmacos de células madre fisiolégicas, se habia
planteado la hipétesis que las CMC también podrian representar una subpoblacion dentro de los canceres que se
caracterizan por una mayor resistencia a la quimioterapia y la radioterapia. Por tanto, los tratamientos contra el cancer
que se dirigen a las CMC a través de marcadores especificos podrian aumentar potencialmente la eficacia de las
formas actuales de terapia, mediante la reduccion del riesgo de recaida y diseminacion. La identificacion de células
madre cancerosas es una tarea compleja, especialmente en vista del hecho de que normalmente se expresan en
numeros muy bajos en las células tumorales.

En los tumores pediatricos sélidos, el acceso limitado a multiples muestras de ensayo tumorales frescas agrava este
problema, lo que impide adicionalmente el analisis robusto de CMC y el desarrollo eficiente de nuevas estrategias
terapéuticas.

Los presentes inventores combinaron la propagacion in vivo a largo plazo de un tumor teratoide/rabdoide atipico
(TTRA) humano, una neoplasia pediatrica altamente agresiva y letal, con xenotrasplante de dilucién limitante en
ratones inmunodeficientes para descubrir fenotipos de CMC. Usando este método, los presentes inventores fueron
capaces de generar TTRA usando tan solo 50 células, 40 veces menos en comparacion con los xenoinjertos de pase
bajo.

Los presentes inventores dedujeron de estos experimentos que pueden usarse ciclos secuenciales de xenotrasplante
para seleccionar fenotipos de CMC adicionales y que este método puede ser una herramienta valiosa tanto para el
diagnostico como para el tratamiento del cancer.

De forma similar al TTRA, los presentes inventores mostraron que la propagacion secuencial de sarcoma de Ewing,
tumor de Wilm y blastoma pleuropulmonar (BPP) generd xenoinjertos (Xn) que se correlacionaron con un tiempo mas
corto para el injerto del tumor y un crecimiento tumoral acelerado, lo que indica la promocion de la agresividad del
tumor a lo largo de los pases. En consecuencia, los presentes inventores deducen que la identificacion de CMC puede
realizarse en multiples canceres usando los métodos descritos anteriormente.

El conocimiento de las CMC para un tumor particular ayuda en el desarrollo de nuevos tratamientos. Esto puede
efectuarse a nivel personalizado (es decir, mirando las CMC en un tumor de un sujeto particular y tratando en
consecuencia) o a nivel mas general (desarrollo de productos terapéuticos para canceres particulares).

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de identificacion de marcadores de
células madre cancerosas en un tumor primario humano que comprende:

(a) hacer pases in vivo del tumor primario a un animal no humano inmunodeficiente, en donde las células del tumor
primario y las células sometidas a pases del tumor primario no se someten a inmunoaislamiento; y

(b) comparar un nivel de al menos un antigeno en la primera poblacién de células tumorales sometidas a pases
del tumor primario con una segunda poblacién de células tumorales del tumor primario, en donde dicha primera
poblacion de células tumorales sometidas a pases se somete a pases in vivo durante al menos 10 pases, en donde
la segunda poblacidon de células tumorales son:

(i) células no sometidas a pases del tumor primario humano; o

(i) células sometidas a pases in vivo del tumor primario humano, en donde la segunda poblacion de células
tumorales se ha sometido a pases in vivo durante al menos un nimero menos de pases que la primera
poblacién de células tumorales sometidas a pases,

en donde un aumento en la cantidad del antigeno en la primera poblacién de células tumorales en comparacién con
la cantidad del antigeno en la segunda poblacién de células tumorales es indicativo de un marcador de células madre
cancerosas en el tumor primario humano.

Como se usa en el presente documento, la expresién "célula madre cancerosa", (también denominada "CMC"), se
refiere a una célula que tiene la capacidad de regenerar canceres usando modelos en ratdén de xenoinjerto (Xn). las
CMC pueden reproducirse ellas mismas a través del proceso de autorrenovacion, que puede estudiarse en ensayos
de trasplante en serie. Adicionalmente, canceres derivados de CMC purificadas recapitulan los fenotipos heterogéneos
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del cancer parental del que derivaron, reflejando la capacidad de diferenciacién de las CMC.

Como se usa en el presente documento, el término "tumor" se refiere a un grupo de células o tejido que se forma
mediante proliferacion celular mal regulada. Los tumores pueden mostrar una falta parcial o completa de organizacion
estructural y coordinacion funcional con el tejido normal y, por lo general, forman una masa nitida de tejido, que puede
ser benigna o maligna. En una realizacién, el término tumor se refiere a un tumor maligno. De acuerdo con una
realizacion, la expresion "células tumorales" también comprende células de canceres no sélidos tales como células de
leucemia. De acuerdo con otra realizacion, el término "células tumorales" no abarca células respectivas de canceres
no solidos.

De acuerdo con una realizacion especifica, el tumor es un tumor sélido (por ejemplo, pediatrico) que tiene un origen
de células madre embrionarias.

Los ejemplos de dichos tumores sdlidos incluyen, pero sin limitaciéon, sarcomas y carcinomas tales como, pero sin
limitacion: fibrosarcoma, mixosarcoma, blastoma pleuropulmonar, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma
osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma,
mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer de pancreas, cancer
de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales,
adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar,
adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células
renales, hepatoma, carcinoma de las vias biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de
Wilms, cancer de cuello de utero, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén microcitico, carcinoma
de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma.
Los ejemplos de tumores solidos pediatricos incluyen, pero sin limitaciéon: tumor de Wilms/nefroblastoma,
rabdomiosarcoma, familia de tumores de Ewing/tumor neuroectodérmico primitivo, osteosarcoma, tumores
neuroectodérmicos periféricos, tumor de células germinales de la infancia, tumor extragonadal de células germinales,
cancer de rifién, cancer de higado, neuroblastoma, cancer de ovario, retinoblastoma, sarcoma, mas especificamente,
osteosarcoma, rabdomiosarcoma, tumor desmoplasico de células redondas pequefias, hepatoblastoma, tumores de
células germinales, neuroblastoma y meduloblastoma.

La frase "tumor primario" como se usa en el presente documento se refiere a células obtenidas del sitio anatomico
donde comenzo la progresion tumoral y procedié a producir una masa cancerosa.

El antigeno puede ser cualquier molécula que esté presente en una cantidad diferencial en la CMC en comparacion
con las células cancerosas del mismo tumor que no tienen la capacidad de regenerar canceres usando modelos en
raton de xenoinjerto (Xn) y que no pueden reproducirse por si mismas a través del proceso de autorrenovacion.

Por tanto, por ejemplo, el marcador de CMC puede ser un polipéptido, un hidrato de carbono, un péptido o una
molécula de ARN.

El antigeno puede estar situado sobre la superficie de la célula o puede ser una molécula intracelular.
De acuerdo con una realizacién particular, el marcador de CMC es un polipéptido.

El polipéptido puede ser una proteina de la superficie celular (es decir, proteina de membrana). De acuerdo con una
realizacion particular, la proteina de la superficie celular es una molécula de unién a hidratos de carbono (por ejemplo,
lectina).

De acuerdo con otra realizacion, la proteina es una proteina intracelular (por ejemplo, una proteina soluble).

El polipéptido puede cumplir una funcién, por ejemplo, ser un factor de transcripcién, un marcador relacionado con la
via, etc.

Como se usa en el presente documento, la frase "pases in vivo" se refiere al proceso que incluye la implantacion inicial
del tumor primario en un animal no humano (por ejemplo, un ratén), esperando un periodo de tiempo hasta que se
desarrolle el tumor secundario, recogiendo las células tumorales e implantando esas células tumorales en un segundo
animal no humano (es decir, trasplantes en serie). Pueden realizarse pases secuenciales posteriores. La presente
divulgacion contempla pases durante al menos un pase, al menos dos pases, al menos tres pases, al menos cuatro
pases, al menos cinco pases, al menos seis pases, al menos siete pases, al menos ocho pases, al menos nueve pases
y al menos diez pases, al menos once pases, al menos doce pases, al menos trece pases, al menos catorce pases,
al menos quince pases, al menos dieciséis pases, al menos diecisiete pases, al menos dieciocho pases, al menos
diecinueve pases, al menos veinte pases.

De acuerdo con un aspecto particular, los pases son durante 5 o0 mas pases, por ejemplo, entre 5-30 pases o 5-20
pases.
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De acuerdo con un aspecto particular, los pases son durante 10 o mas pases, por ejemplo, entre 10-30 pases o durante
10-20 pases.

De acuerdo con un aspecto particular, las células tumorales (la primera poblacién de células tumorales y/o la segunda
poblacion de células tumorales) no han experimentado pases in vitro.

De acuerdo con otro aspecto mas, las células tumorales no han experimentado mas de una ronda de pases in vitro.

Los ejemplos de animales no humanos que se usan para los pases in vivo incluyen nematodos, moscas de la fruta,
pez cebra; preferentemente se usa un mamifero de laboratorio tal como un ratén (ratén desnudo, raton SCID, ratén
NOD/SCID, raton Beige/SCID), rata, conejo o primate. En la invencién, se usan animales no humanos
inmunodeficientes.

Normalmente, se usa la misma especie de animal en cada uno de los pases in vivo. Por tanto, por ejemplo, si se usan
ratones inmunodeficientes para la implantacion inicial, entonces se usan ratones inmunodeficientes para el pase
posterior.

Puede implantarse cualquier cantidad de tumor primario siempre que inicie el desarrollo tumoral secundario en el
segundo animal. De acuerdo con una realizacién particular, el tumor primario se corta en trozos (por ejemplo, trozos
de 1-10 mm). Preferentemente, las células del tumor primario no se disocian usando una enzima. Ademas, las células
del tumor primario preferentemente no se pican ni se muelen.

De acuerdo con un aspecto particular, las células del tumor primario no han experimentado una ronda de purificacion
(por ejemplo, aislamiento inmunitario, tal como mediante citometria de flujo usando un anticuerpo que se une
especificamente a NCAM) antes del implante. Ademas, las células de los xenoinjertos en pases in vivo posteriores
tampoco han experimentado preferentemente una ronda de purificacion (por ejemplo, aislamiento inmunitario, tal como
mediante citometria de flujo, tal como usando un anticuerpo que se une especificamente a NCAM).

El tumor puede implantarse de cualquier manera en el animal siempre que inicie el desarrollo tumoral. De acuerdo con
una realizacion, el tumor se implanta por via subcutanea.

Normalmente, se recogen tumores aproximadamente 1-3 meses después de la implantaciéon o cuando alcanzan un
tamano de 1-3 cm, por ejemplo, 1,5 cm de diametro.

La propagacién posterior del xenoinjerto puede realizarse implantando suspensiones de células individuales del
xenoinjerto o trozos del tejido de xenoinjerto.

Para suspensiones de células individuales, el numero de células disociadas dependera del animal utilizado en los
pases in vivo y de la agresividad del tumor. Normalmente, se usan aproximadamente 0,5-3x10° células disociadas de
tejido de Xn recientemente recuperadas.

Los trozos de tejido de xenoinjerto tienen normalmente entre 1-10 mm, mas preferentemente entre 2-5 mm.

Pueden obtenerse suspensiones de células individuales picando, moliendo o dispersando en el medio apropiado (que
preferentemente también contenga antibiéticos), seguido de tratamiento con una enzima proteasa tal como
colagenasa. Después, el tejido tratado enzimaticamente puede triturarse en un medio apropiado.

De acuerdo con una realizacion particular, la segunda poblaciéon de células tumorales son células no sometidas a
pases del tumor primario humano. De acuerdo con otra realizacion, la segunda poblacién de células tumorales ha
experimentado una ronda de pases. De acuerdo con otra realizacion, la segunda poblacion de células tumorales ha
experimentado dos rondas de pases. De acuerdo con otra realizacion, la segunda poblacién de células tumorales ha
experimentado tres rondas de pases. De acuerdo con otra realizacion, la segunda poblacién de células tumorales ha
experimentado cuatro rondas de pases. De acuerdo con otra realizacion, la segunda poblacion de células tumorales
no ha experimentado mas de cinco rondas de pases.

La primera poblacion de células tumorales ha experimentado al menos diez rondas de pases in vivo. De acuerdo con
otra realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado al menos quince rondas de pases in vivo.
De acuerdo con otra realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado al menos veinte rondas
de pases in vivo.

Normalmente, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo de manera que
la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 5000 células de dicha primera poblacion de
células sometidas a pases aumente al menos 5 veces en comparacion con células no sometidas a pases del tumor
primario humano.
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Como se usa en el presente documento, el término "xenoinjerto" se refiere al trasplante quirdrgico o injerto de tejido u
organos de un individuo de una especie, género o familia en un individuo de otra especie, género o familia.

Preferentemente, la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia se determina en al menos 2
animales, por ejemplo, 3 animales, 5 animales o més, preferentemente incluso 10 animales de manera que se alcance
un numero estadisticamente significativo.

Por tanto, a modo de ejemplo, si la segunda poblacién de células tumorales inicia un xenoinjerto de generacion mas
tardia en 1 de cada 10 ratones sometidos a ensayo, la primera poblacion de células tumorales deberia experimentar
pases in vivo suficientes de manera que se inicie un xenoinjerto de generaciéon mas tardia en al menos 5 de cada 10
ratones usando la misma cantidad de células tumorales. Normalmente, las células tumorales que se usan para iniciar
el xenoinjerto de generacion mas tardia estan en una suspensién de células individuales.

Someter a ensayo si se ha iniciado un xenoinjerto de generacion mas tardia esta dentro de la experiencia de un experto
en la materia. Los métodos de ejemplo que pueden usarse para determinar si se ha iniciado un xenoinjerto incluyen
palpacion tumoral macroscopica, calibradores, imagenes guiadas por ultrasonido, etc.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generaciéon mas tardia usando 5000 células de dicha
primera poblacién de células sometidas a pases aumente al menos 10 veces en comparacién con células no sometidas
a pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 5000 células de dicha
primera poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 20 veces en comparacion con células no sometidas
a pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 1000 células de dicha
primera poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 5 veces en comparacion con células no sometidas
a pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacién mas tardia usando 1000 células de dicha
primera poblacién de células sometidas a pases aumente al menos 10 veces en comparacién con células no sometidas
a pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 1000 células de dicha
primera poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 20 veces en comparacion con células no sometidas
a pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 500 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 5 veces en comparacién con células no sometidas a pases
del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 500 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 10 veces en comparacion con células no sometidas a
pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacién mas tardia usando 500 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 20 veces en comparacion con células no sometidas a
pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generaciéon mas tardia usando 100 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 5 veces en comparacién con células no sometidas a pases
del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 100 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 10 veces en comparacion con células no sometidas a
pases del tumor primario humano.
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De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 100 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 20 veces en comparacion con células no sometidas a
pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 50 células de dicha primera
poblacién de células sometidas a pases aumente al menos 5 veces en comparacion con células no sometidas a pases
del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacién, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacién mas tardia usando 50 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 10 veces en comparacion con células no sometidas a
pases del tumor primario humano.

De acuerdo con una realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado suficientes pases in vivo
de manera que la frecuencia de inicio de un xenoinjerto de generacion mas tardia usando 50 células de dicha primera
poblacion de células sometidas a pases aumente al menos 20 veces en comparacion con células no sometidas a
pases del tumor primario humano.

Normalmente, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado una ronda mas de pases que la segunda
poblaciéon de células tumorales. De acuerdo con otra realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha
experimentado dos rondas mas de pases que la segunda poblacion de células tumorales. De acuerdo con otra
realizacion, la primera poblacidon de células tumorales ha experimentado tres rondas mas de pases que la segunda
poblaciéon de células tumorales. De acuerdo con otra realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha
experimentado cuatro rondas mas de pases que la segunda poblacion de células tumorales. De acuerdo con otra
realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado cinco rondas mas de pases que la segunda
poblacion de células tumorales. De acuerdo con otra realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha
experimentado seis rondas mas de pases que la segunda poblacién de células tumorales. De acuerdo con otra
realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado siete rondas mas de pases que la segunda
poblacion de células tumorales. De acuerdo con otra realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha
experimentado ocho rondas mas de pases que la segunda poblacidon de células tumorales. De acuerdo con otra
realizacion, la primera poblacién de células tumorales ha experimentado nueve rondas mas de pases que la segunda
poblacion de células tumorales. De acuerdo con otra realizacién, la primera poblacion de células tumorales ha
experimentado diez rondas mas de pases que la segunda poblacién de células tumorales. De acuerdo con otra
realizacion, la primera poblacion de células tumorales ha experimentado mas de diez rondas mas de pases que la
segunda poblacién de células tumorales.

En una realizacion, la primera poblacion de células tumorales se ha sometido a pases de manera que exista un fenotipo
aparente de agresividad tumoral que no aumente significativamente durante al menos dos pases consecutivos.

Se apreciara que durante los pases iniciales, la tasa de aumento de un fenotipo de agresividad tumoral es alta. Durante
los pases posteriores, la tasa de aumento de un fenotipo de agresividad tumoral se ralentiza hasta que en un pase
particular, se alcanza una meseta. En este punto, el nivel del fenotipo de agresividad tumoral permanece constante o
incluso puede reducirse en pases posteriores.

Los presentes inventores contemplan hacer pases del tumor durante una serie de pases de manera que el fenotipo
de agresividad del tumor alcance una meseta. El cambio en el fenotipo de agresividad tumoral en la meseta es
preferentemente no superior al 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o incluso el 1 %.

Los ejemplos de fenotipos de agresividad tumoral que pueden medirse de acuerdo con este aspecto de la presente
invencion incluyen, pero sin limitacion: un nivel de un marcador de células cancerosas, un perfil de expresion génica,
un nivel de invasividad, una capacidad de metastatizar, un nivel de metastasis, un tiempo para que el xenoinjerto
agarre (es decir, un tiempo para que un xenoinjerto genere un tumor de un tamafio particular en un modelo animal),
una cantidad de células necesarias para la generacion de xenoinjerto de un tamafo particular en un modelo animal).
Los fenotipos de agresividad tumoral adicionales que pueden medirse incluyen estabilidad cromosémica, actividad
cinasa, adhesion celular, apoptosis, crecimiento de células cancerosas, produccion de ciclina, proliferacion celular,
crecimiento de células cancerosas, medicion de la clonogenicidad (ensayos en agar blando), medicion del crecimiento
independiente del anclaje, medicién de la regulacion del ciclo celular, medicion de la motilidad de las células
cancerosas, medicion de la angiogénesis y medicion de la muerte celular, entre otros.

Las mediciones pueden efectuarse in vivo (es decir, en modelos animales) o in vitro (por ejemplo, en cultivos celulares).

Los ensayos de proliferacion celular incluyen, sin limitacion, ensayos MTT (por ejemplo, el kit Vybrantf™ MTT Cell
Proliferation Assay Kit (Invitrogen)); ensayos de incorporacién de BrdU (por ejemplo, el ensayo Absolute-S SBIP
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(Invitrogen)); la medicién de los niveles intracelulares de ATP (las versiones comerciales del ensayo incluyen
ATPLite™-M, 1,000 Assay Kit (PerkinElmer) and ATP Cell Viability Assay Kit (BioVision)); ensayo DiOc18, un colorante
que atraviesa membranas (Invitrogen); ensayo de actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (por ejemplo, el
ensayo de citotoxicidad Vibrant (Invitrogen)); la medicion de la actividad celular de LDH; y la incorporacion de 3H-
timidina y el ensayo Cell Titer Glo Assay (Promega).

La progresion del ciclo celular puede someterse a ensayo mediante la incorporacion de bromodesoxiuridina (BRDU).
Dichos ensayos identifican una poblacién celular que experimenta sintesis de ADN mediante la incorporacién de BRDU
en ADN sintetizado recientemente. Después, el ADN sintetizado recientemente puede detectarse usando un
anticuerpo anti-BRDU (Hoshino et al., 1986, int. J. Cancer 38, 369; Campana et al., 1988, J. Immunol. Meth. 107, 79)
o por otros medios. La proliferacion celular también puede someterse a ensayo mediante tincién con fosfo-histona H3,
que identifica una poblacion celular que experimenta mitosis por fosforilacion de histona H3. La fosforilacion de la
histona H3 en la serina 10 se detecta usando un anticuerpo especifico para la forma fosforilada del resto de serina 10
de la histona H3. (Chadlee, D. N. 1995, J. Biol. Chem. 270: 20098-105). La proliferacion celular también puede
examinarse usando la incorporacion de 3H-timidina (Chen, J., 1996, Oncogene 13: 1395-403; Jeoung, J., 1995, J. Biol.
Chem. 270: 18367-73). Este ensayo permite la caracterizacion cuantitativa de la sintesis de ADN en fase S. En este
ensayo, las células que sintetizan ADN incorporaran 3H-timidina en el ADN sintetizado recientemente. Después, la
incorporacion puede medirse mediante técnicas convencionales, tal como mediante recuento de radioisétopos en un
contador de centelleo (por ejemplo, contador de centelleo de liquidos Beckman LS 3800). Otro ensayo de proliferacion
usa el colorante Alamar Blue (disponible en Biosource International), que emite fluorescencia cuando se reduce en
células vivas y proporciona una medicion indirecta del numero de células (Voytik-Harbin S L et al., 1998, In Vitro Cell
Dev Biol Anim 34: 239-46). Otro ensayo de proliferacion, el ensayo de MTS, se basa en la evaluacién de la citotoxicidad
in vitro de productos quimicos industriales y usa la sal soluble de tetrazolio, MTS. Existen ensayos de MTS disponibles
en el mercado e incluyen Promega CellTiter 96.RTM. AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (n.° de Cat
G5421). La proliferacion celular también puede someterse a ensayo mediante la formacion de colonias en agar blando
(Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor (1989)). La proliferacion celular también puede someterse a
ensayo midiendo los niveles de ATP como indicador de células metabdlicamente activas. Dichos ensayos estan
disponibles en el mercado e incluyen Cell Titer-Glo.TM. ((Promega). La proliferacion del ciclo celular también puede
someterse a ensayo mediante citometria de flujo (Gray J W et al. (1986) Int J Radiat Biol Relat Stud Phys Chem Med
49: 237-55). Las células pueden tefiirse con yoduro de propidio y evaluarse en un citdbmetro de flujo para medir la
acumulacién de células en diferentes etapas del ciclo celular. Otro ejemplo de un fenotipo de agresividad tumoral que
puede medirse es una capacidad para cruzar una barrera. Preferentemente, se impide que las células tumorales
crucen una barrera. La barrera para las células tumorales puede ser una barrera artificial in vitro o una barrera natural
in vivo. Las barreras in vitro incluyen, pero sin limitacion, membranas recubiertas con matriz extracelular, tales como
Matrigel. Por tanto, las células tumorales pueden someterse a ensayo entonces para determinar su capacidad para
inhibir la invasion de células tumorales en un sistema de ensayo de invasion de Matrigel como se describe en detalle
en Parish, C. R,, et al.,, "A Basement-Membrane Permeability Assay which Correlates with the Metastatic Potential of
Tumour Cells", Int. J. Cancer (1992) 52: 378-383. Matrigel es una membrana basal reconstituida que contiene coldgeno
de tipo IV, laminina, proteoglicanos de sulfato de heparan, tales como perlecan, que se unen a y localizan bFGF,
vitronectina asi como factor de crecimiento transformante . (TGF-B), activador de plasminégeno de tipo urocinasa
(uPA), activador de plasmindgeno tisular (tPA) y la serpina conocida como inhibidor del activador de plasminégeno de
tipo 1 (PAI-1). Se han descrito otros ensayos in vitro e in vivo para determinar la metastasis en la técnica anterior,
véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N.° 5.935.850, expedida el 10 de agosto de 1999. Una barrera in vivo se
refiere a una barrera celular presente en el cuerpo de un sujeto.

Las caracteristicas de crecimiento del tumor también pueden servir como un fenotipo de agresividad tumoral (por
ejemplo, capacidad de duplicacion de la poblacion, tiempo de duplicacién, pases hasta la senescencia), también puede
usarse el perfil de expresion génica (por ejemplo, matrices de chips génicos; reacciéon en cadena de la polimerasa (por
ejemplo, PCR de transcriptasa inversa, PCR en tiempo real y PCR convencional)) para analizar un fenotipo de
agresividad tumoral.

Los ensayos adicionales contemplados por la presente invencién se resumen en Pouliot N, Pearson HB, Burrows A.
Investigating Metastasis Using In Vitro Platforms. En: Madame Curie Bioscience Database [Internet], Austin (TX):
Landes Bioscience; 2000.

Los ejemplos de marcadores de células cancerosas que aumentan en correlacion con la agresividad del tumor incluyen
marcadores de proliferacion (por ejemplo, KI67, E2F2 y CDK1), genes polycomb de autorrenovacion (por ejemplo,
BMI1, TOP2A y EZH2) y genes distintivos de metastasis (por ejemplo, SPARC, CXCR4 y LTBP1).

Se apreciara que realizar el método de acuerdo con este aspecto de la presente invencién permite el enriquecimiento
de células madre cancerosas en la primera poblacién de células cancerosas con respecto a la segunda poblacion de
células cancerosas. La presente invencion contempla un nivel de enriquecimiento de células madre cancerosas en
mas de 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces o incluso 100 veces.

El nimero de células madre cancerosas en la segunda poblacion de células tumorales puede ser inferior a 1 en 1000
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células del tumor, inferior a 1 en 2000 células del tumor, inferior a 1 en 3000 células del tumor, inferior a 1 en 4000
células del tumor, inferior a 1 en 5000 células del tumor, inferior a 1 en 6000 células del tumor, inferior a 1 en 7000
células del tumor, inferior a 1 en 8000 células del tumor, inferior a 1 en 9000 células del tumor, inferior a 1 en 10.000
células del tumor.

El nimero de células madre cancerosas en la primera poblacién de células tumorales es normalmente superior a 1 en
1000 células del tumor, 1 en 900 células del tumor, 1 en 800 células del tumor, 1 en 700 células del tumor, 1 en 600
células del tumor, 1 en 500 células del tumor, 1 en 400 células del tumor, 1 en 300 células del tumor, 1 en 200 células
del tumor, 1 en 100 células del tumor o incluso 1 en 10 células del tumor.

Preferentemente, la relacion de células madre cancerosas: células madre no cancerosas (es decir, la frecuencia de
células madre cancerosas) en la primera poblacién de células tumorales es de manera que sea posible detectar
marcadores mediante analisis de expresién génica con una relacién sefial: ruido aceptable. Se apreciara que el
aumento en la cantidad de antigeno puede deberse a un aumento en la cantidad de antigeno por célula (por ejemplo,
el nivel de expresion de un polipéptido por célula) y/o puede deberse a un aumento en la frecuencia de las células que
comprenden el antigeno (por ejemplo, el numero de células que expresan el polipéptido).

El aumento global en la cantidad del antigeno en la primera poblaciéon de células tumorales en comparacion con la
cantidad del antigeno en la segunda poblacion de células tumorales es nhormalmente de al menos 2 veces, al menos
3 veces, al menos 4 veces o incluso al menos 5 veces.

El aumento en la frecuencia de las células que comprenden el antigeno puede ser un aumento de 2 veces, un aumento
de 3 veces, un aumento de 4 veces, un aumento de 5 veces, un aumento de 6 veces, un aumento de 7 veces, un
aumento de 8 veces, un aumento de 9 veces, un aumento de 10 veces, un aumento de 20 veces, un aumento de 30
veces, un aumento de 40 veces, un aumento de 50 veces, un aumento de 60 veces, un aumento de 70 veces, un
aumento de 80 veces, un aumento de 90 veces, un aumento de 100 veces o0 mas.

A continuacion se proporcionan métodos de analisis para la expresioén de una proteina. Se apreciara que el método
puede realizarse a nivel del ARN o a nivel de proteinas.

Métodos de deteccion del nivel de expresion de ARN

El nivel de expresidon del ARN en las células de algunas realizaciones de la invencion puede determinarse usando
métodos conocidos en la técnica.

Andlisis por transferencia Northern: Este método implica la deteccién de un ARN particular en una mezcla de ARN.
Una muestra de ARN se desnaturaliza mediante tratamiento con un agente (por ejemplo, formaldehido) que evita la
union de hidrogeno entre pares de bases, garantizando que todas las moléculas de ARN tengan una conformacion
lineal desplegada. Después, las moléculas de ARN individuales se separan de acuerdo con el tamafio mediante
electroforesis en gel y se transfieren a una membrana a base de nitrocelulosa o nylon a la que se adhieren los ARN
desnaturalizados. La membrana se expone después a sondas de ADN marcadas. Las sondas pueden marcarse
usando radioisétopos o nucleétidos unidos a enzimas. La deteccion puede ser usando autorradiografia, reaccion
colorimétrica o quimioluminiscencia. Este método permite tanto la cuantificacién de una cantidad de moléculas de ARN
particulares como la determinacion de su identidad mediante una posicién relativa en la membrana que es indicativa
de una distancia de migracién en el gel durante la electroforesis.

Analisis por RT-PCR: Este método usa la amplificacién por PCR de moléculas de ARN relativamente raras. En primer
lugar, las moléculas de ARN se purifican de las células y se convierten en ADN complementario (ADNc) usando una
enzima transcriptasa inversa (tal como una MMLV-RT) y cebadores tales como, oligo dT, hexameros aleatorios o
cebadores especificos de genes. Después, mediante la aplicaciéon de cebadores especificos de genes y ADN
polimerasa Taq, se realiza una reaccion de amplificacion por PCR en una maquina de PCR. Los expertos en la materia
son capaces de seleccionar la longitud y la secuencia de los cebadores especificos de genes y las condiciones de
PCR (es decir, temperaturas de hibridacion, numero de ciclos y similares) que son adecuadas para detectar moléculas
de ARN especificas. Se apreciard que puede emplearse una reaccion de RT-PCR semicuantitativa ajustando el
numero de ciclos de PCR y comparando el producto de amplificacién con controles conocidos.

Tincion de hibridacion de ARN in situ: En este método, las sondas de ADN o ARN se unen a las moléculas de ARN
presentes en las células. Generalmente, las células se fijan en primer lugar a portaobjetos microscépicos para
conservar la estructura celular y para evitar que las moléculas de ARN se degraden y después se someten a un tampén
de hibridaciéon que contiene la sonda marcada. El tampdn de hibridacion incluye reactivos tales como formamida y
sales (por ejemplo, cloruro de sodio y citrato de sodio) que permiten la hibridacion especifica de las sondas de ADN o
ARN con sus moléculas de ARNm diana in situ evitando al mismo tiempo la unién no especifica de la sonda. Los
expertos en la materia son capaces de ajustar las condiciones de hibridacion (es decir, temperatura, concentracion de
sales y formamida y similares) a sondas y tipos de células especificos. Después de la hibridacion, se retira por lavado
cualquier sonda no unida y la sonda unida se detecta usando métodos conocidos. Por ejemplo, si se usa una sonda
radiomarcada, el portaobjetos se somete a una emulsién fotografica que revela sefiales generadas usando sondas
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radiomarcadas; si la sonda se marcé con una enzima, entonces se afade el sustrato especifico de la enzima para la
formacién de una reaccion colorimétrica; si la sonda se marca usando un marcador fluorescente, entonces la sonda
unida se revela usando un microscopio fluorescente; Si la sonda se marca usando un marcador (por ejemplo,
digoxigenina, biotina y similares), entonces la sonda unida puede detectarse después de la interacciéon con un
anticuerpo especifico de marcador que puede detectarse usando métodos conocidos.

Tincién por RT-PCR in situ: Este método se describe en Nuovo GJ, et al. [Intracellular localization of polymerase chain
reaction (PCR)-amplified hepatitis C cDNA. Am J Surg Pathol. 1993, 17: 683-90] y Komminoth P, et al. [Evaluation of
methods for hepatitis C virus detection in archival liver biopsies. Comparison of histology, immunochistochemistry, in
situ hybridization, reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and in situ RT-PCR. Pathol Res Pract.
1994, 190: 1017-25]. Brevemente, la reaccion de RT-PCR se realiza en células fijadas mediante la incorporacion de
nucledtidos marcados a la reaccion de PCR. La reaccion se realiza usando un aparato de RT-PCR especifico in situ,
tal como el sistema de microdiseccion de captura por laser PixCell | LCM disponible en Arcturus Engineering
(Mountainview, CA).

Micromatrices de ADN/chips de ADN: La expresion de miles de genes puede someterse a ensayo simultaneamente
usando micromatrices de ADN, permitiendo el analisis del programa de transcripcion completo de un organismo
durante procesos de desarrollo especificos o respuestas fisioldégicas. Las micromatrices de ADN consisten en miles
de secuencias de genes individuales unidas a areas densamente compactas sobre la superficie de un soporte, tal
como un portaobjetos de microscopio de vidrio. Se han desarrollado diversos métodos para preparar micromatrices
de ADN. En un método, se amplifica por PCR individualmente un segmento de aproximadamente 1 kilobase de la
region codificante de cada gen para el andlisis. Se emplea un aparato robdtico para aplicar cada muestra de ADN
amplificada a zonas muy separadas sobre la superficie de un portaobjetos de microscopio de vidrio, que
posteriormente se procesa mediante tratamiento térmico y quimico para unir las secuencias de ADN a la superficie del
soporte y desnaturalizarlas. Normalmente, dichas matrices son de aproximadamente 2x2cm y contienen
aproximadamente 6000 puntos de acidos nucleicos individuales. En una variante de la técnica, se sintetizan multiples
oligonucledtidos de ADN, por lo general de 20 nucleétidos de longitud, a partir de un nucledtido inicial que se une
covalentemente a la superficie de un soporte, de manera que se sinteticen decenas de miles de oligonucleétidos
idénticos en una pequefia zona cuadrada sobre la superficie del soporte. Se sintetizan multiples secuencias de
oligonucleétidos a partir de un solo gen en regiones vecinas del portaobjetos para el analisis de la expresiéon de ese
gen. Por tanto, pueden representarse miles de genes en un portaobjetos de vidrio. Dichas matrices de oligonucleétidos
sintéticos pueden denominarse en la técnica "chips de ADN", en oposicion a "micromatrices de ADN", como se ha
descrito anteriormente [Lodish et al. (eds.). Capitulo 7.8: DNA Microarrays: Analyzing Genome-Wide Expression. En:
Molecular Cell Biology, 42 ed., W. H. Freeman, Nueva York. (2000)].

Micromatriz de oligonucleétidos - En este método, las sondas de oligonucledtidos capaces de hibridarse
especificamente con los polinucledtidos descritos se unen a una superficie solida (por ejemplo, una oblea de vidrio).
Cada sonda oligonucleotidica tiene aproximadamente 20-25 &cidos nucleicos de longitud. Para detectar el patron de
expresion de los polinucleétidos en una muestra celular especifica (por ejemplo, células sanguineas), se extrae ARN
de la muestra celular usando métodos conocidos en la técnica (usando por ejemplo, una solucién TRIZOL, Gibco BRL,
EE.UU.). La hibridaciéon puede tener lugar usando sondas oligonucleotidicas marcadas (por ejemplo, sondas
biotiniladas en 5') o fragmentos marcados de ADN complementario (ADNc) o ARN complementario (ARNc).
Brevemente, se prepara ADNc bicatenario a partir del ARN usando transcriptasa inversa (RT) (por ejemplo, Superscript
Il RT), ADN ligasa y ADN polimerasa |, todo de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen Life
Technologies, Frederick, MD, EE.UU.). Para preparar el ARNc marcado, el ADNc bicatenario se somete a una reaccion
de transcripcion in vitro en presencia de nucleétidos biotinilados usando, por ejemplo, el kit de marcado BioArray High
Yield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo, Diagnostics, Affymetix Santa Clara CA). Para una hibridacién eficiente, el
ARNc marcado puede fragmentarse incubando el ARN en acetato de Tris 40 mM (pH 8,1), acetato de potasio 100 mM
y acetato de magnesio 30 mM durante 35 minutos a 94 °C. Después de la hibridacion, la micromatriz se lava y la sefal
de hibridacion se detecta usando un detector de fluorescencia laser confocal que mide la intensidad de fluorescencia
emitida por el ARNc marcado unido a las matrices de sonda.

Por ejemplo, en la micromatriz Affymetrix (Affymetrix®, Santa Clara, CA) cada gen en la matriz se representa por una
serie de sondas de oligonucleétidos diferentes, de las cuales, cada par de sondas consiste en un oligonucleétido de
apareamiento perfecto y un oligonucleétido de apareamiento erréneo. Mientras que la sonda de apareamiento perfecto
tiene una secuencia exactamente complementaria al gen particular, permitiendo de este modo la medicién del nivel
de expresion del gen particular, la sonda de apareamiento erroneo difiere de la sonda de apareamiento perfecto en
una sustitucion de base Unica en la posicion de la base central. La sefial de hibridacion se detecta usando el detector
Agilent y el software Micromatriz Suite resta la sefial no especifica resultante de la sonda de apareamiento errébneo de
la sefal resultante de la sonda de apareamiento perfecto.

Métodos de deteccion de la expresion y/o la actividad de proteinas

Puede determinarse el nivel de expresion y/o actividad de proteinas expresadas en las células de los cultivos descritos
usando métodos conocidos en la técnica.
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Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA): Este método implica la fijacion de una muestra (por ejemplo,
células fijadas o una solucion proteinica) que contiene un sustrato de proteinas a una superficie tal como un pocillo de
una placa de microtitulacion. Se aplica un anticuerpo especifico de sustrato acoplado a una enzima y se deja que se
una al sustrato. La presencia del anticuerpo se detecta y cuantifica mediante una reaccién colorimétrica que emplea
la enzima acoplada al anticuerpo. Las enzimas habitualmente empleadas en este método incluyen peroxidasa de
rabano picante y fosfatasa alcalina. Si esta bien calibrado y dentro del intervalo lineal de respuesta, la cantidad de
sustrato presente en la muestra es proporcional a la cantidad de color producido. Generalmente se emplea un patrén
de sustrato para mejorar la precision cuantitativa.

Transferencia Western: Este método implica la separacién de un sustrato de otra proteina por medio de un gel de
acrilamida seguido de la transferencia del sustrato a una membrana (por ejemplo, nylon o PVDF). Después, la
presencia del sustrato se detecta mediante anticuerpos especificos del sustrato, que a su vez se detectan mediante
reactivos de union de anticuerpos. Pueden ser reactivos de unidn a anticuerpos, por ejemplo, proteina A u otros
anticuerpos. Los reactivos de unién a anticuerpos pueden estar radiomarcados o unidos a enzimas como se ha descrito
anteriormente. La deteccidon puede mediante autorradiografia, reaccion colorimétrica o quimioluminiscencia. Este
método permite tanto la cuantificacion de una cantidad de sustrato como la determinacion de su identidad mediante
una posicién relativa sobre la membrana que es indicativa de una distancia de migracién en el gel de acrilamida
durante la electroforesis.

Radioinmunoensayo (RIA): En una version, este método implica la precipitaciéon de la proteina deseada (es decir, el
sustrato) con un anticuerpo especifico y proteina de unién a anticuerpos radiomarcados (por ejemplo, proteina A
marcada con 1'%5) inmovilizada en un vehiculo precipitable como perlas de agarosa. El nimero de recuentos en el
precipitado es proporcional a la cantidad de sustrato.

En una version alternativa del RIA, se emplea un sustrato marcado y una proteina de unién a anticuerpos no marcada.
Se afiade una muestra que contiene una cantidad desconocida de sustrato en cantidades variables. La disminucién
en los recuentos de precipitado del sustrato marcado es proporcional a la cantidad de sustrato en la muestra anadida.

Clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS): Este método implica la detecciéon de un sustrato in situ
en células mediante anticuerpos especificos del sustrato. Los anticuerpos especificos del sustrato estan unidos a
fluoréforos. La deteccion se realiza por medio de una maquina de clasificacion de células que lee la longitud de onda
de la luz emitida por cada célula a medida que pasa a través de un haz de luz. Este método puede emplear dos o mas
anticuerpos simultaneamente.

Andlisis inmunohistoquimico: Este método implica la deteccion de un sustrato in situ en células fijadas mediante
anticuerpos especificos del sustrato. Los anticuerpos especificos del sustrato pueden estar unidos a enzimas o estar
unidos a fluoréforos. La deteccion es por microscopia y evaluacion subjetiva o automatica. Si se emplean anticuerpos
ligados a enzimas, puede ser necesaria una reaccion colorimétrica. Se apreciard que la inmunohistoquimica con
frecuencia va seguida de una contratincion de los nucleos celulares usando, por ejemplo, tincién con hematoxilina o
Giemsa.

Ensayo de actividad in situ: De acuerdo con este método, se aplica un sustrato cromégeno sobre las células que
contienen una enzima activa y la enzima cataliza una reaccion en la que el sustrato se descompone para producir un
producto cromaégeno visible mediante un microscopio 6ptico o fluorescente.

Ensayos de actividad in vitro: En estos métodos, la actividad de una enzima particular se mide en una mezcla de
proteinas extraida de las células. La actividad puede medirse en un pocillo de espectrofotometro usando métodos
colorimétricos o puede medirse en un gel de acrilamida no desnaturalizante (es decir, gel de actividad). Después de
la electroforesis, el gel se empapa en una solucion que contiene un sustrato y reactivos colorimétricos. La banda tefiida
resultante corresponde a la actividad enzimatica de la proteina de interés. Si esta bien calibrado y dentro del intervalo
lineal de respuesta, la cantidad de enzima presente en la muestra es proporcional a la cantidad de color producido.
Generalmente se emplea un patrén enzimatico para mejorar la precision cuantitativa.

Una vez que se han identificado los marcadores de células madre cancerosas, los presentes inventores proponen que
dichos marcadores pueden usarse para el aislamiento de células madre cancerosas. Los métodos contemplados
incluyen métodos basados en centrifugacion, elutriacion, separacion por gradiente de densidad, aféresis, seleccion de
afinidad, seleccion, sistemas basados en inmunologia tales como clasificacién de células activada por fluorescencia
(FACS); intercambio de inmunoafinidad; métodos no dpticos de clasificacion de células, incluyendo la clasificacion de
células magnéticas usando particulas magnéticas recubiertas con anticuerpo que se unen a un tipo de célula especifico
para separar las células deseadas.

El sujeto puede ser un animal sano o un ser humano sometido a un control de bienestar de rutina. Como alternativa,
el sujeto puede estar en riesgo de tener cancer (por ejemplo, un sujeto predispuesto genéticamente, un sujeto con
antecedentes médicos y/o familiares de cancer, un sujeto que ha estado expuesto a carcinégenos, riesgos laborales,
riesgos ambientales] y/o un sujeto que presenta signos clinicos sospechosos de cancer [por ejemplo, sangre en las
heces o melena, dolor inexplicable, sudoracion, fiebre inexplicable, pérdida de peso inexplicable hasta anorexia,
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cambios en los habitos intestinales (estrefiimiento y/o diarrea), tenesmo (sensacién de defecacion incompleta,
especificamente para cancer rectal), anemia y/o debilidad general).

La cantidad de la CMC dependera del tipo de cancer y del estadio. En algunos aspectos, el nivel del marcador de
CMC es indicativo del cancer. En otros aspectos, la presencia del marcador de CMC (independientemente de su nivel)
es indicativa del cancer.

La relacion de expresion del antigeno en células sometidas a pases in vivo del tumor: células primarias del tumor es
al menos superior a 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 20:1, 50:1 o incluso 100:1.

Las células sometidas a pases in vivo del tumor se han sometido a pases preferentemente durante al menos un pase,
al menos dos pases, al menos tres pases, al menos cuatro pases, al menos cinco pases, al menos seis pases, al
menos siete pases, al menos ocho pases, al menos nueve pases y al menos diez pases, al menos once pases, al
menos doce pases, al menos trece pases, al menos catorce pases, al menos quince pases, al menos dieciséis pases,
al menos diecisiete pases, al menos dieciocho pases, al menos diecinueve pases, al menos veinte pases.

El analisis de la expresion del marcador de CMC puede realizarse usando los métodos descritos anteriormente en el
presente documento.

De acuerdo con un aspecto particular, el analisis se realiza usando un anticuerpo que reconoce el marcador de CMC.

Pueden conjugarse diversos tipos de restos detectables o indicadores con el anticuerpo. Estos incluyen, entre otros,
un is6topo radiactivo (tal como ['??lyodo), un producto quimico fosforescente, un producto quimico quimioluminiscente,
un producto quimico fluorescente (fluoréforo), una enzima, un polipéptido fluorescente, un marcador de afinidad y
moléculas (agentes de contraste) detectables mediante Tomografia de Emision de Positrones (TEP) o Imagenes de
Resonancia Magnética (IRM).

Los ejemplos de fluoréforos adecuados incluyen, pero sin limitacién, ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceina
(FITC), Cy-cromo, rodamina, proteina verde fluorescente (GFP), proteina azul fluorescente (BFP), rojo Texas, PE-Cy5
y similares. Para obtener directrices adicionales con respecto a la seleccion de fluoréforos y métodos para unir
fluordforos a diversos tipos de moléculas, véase Richard P. Haugland, "Molecular Probes: Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals 1992-1994", 5a ed., Molecular Probes, Inc. (1994); la Patente de los EE.UU.
N.° 6.037.137 de Oncoimmunin Inc.; Hermanson, "Bioconjugate Techniques", Academic Press New York, N.Y. (1995);
Kay M. et al., 1995. Biochemistry 34: 293; Stubbs et al., 1996. Biochemistry 35: 937; Gakamsky D. et al., "Evaluating
Receptor Stoichiometry by Fluorescence Resonance Energy Transfer", en "Receptors: A Practical Approach”, 22 ed.,
Stanford C. y Horton R. (eds.), Oxford University Press, Reino Unido. (2001); la Patente de los EE.UU. N.° 6.350.466
de Targesome, Inc.]. Los métodos de deteccidon de fluorescencia que pueden usarse para detectar el anticuerpo
cuando se conjuga con un resto fluorescente detectable incluyen, por ejemplo, citometria de flujo activada por
fluorescencia (FACS), microscopia confocal de inmunofluorescencia, hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) y
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET).

Pueden unirse numerosos tipos de enzimas al anticuerpo [por ejemplo, peroxidasa de rabano picante (HPR), beta-
galactosidasa y fosfatasa alcalina (AP)] y la deteccidn de anticuerpos conjugados con enzima puede realizarse usando
ELISA (por ejemplo, en solucién), ensayo inmunohistoquimico ligado a enzimas (por ejemplo, en un tejido fijado),
ensayo de quimioluminiscencia ligado a enzimas (por ejemplo, en una mezcla de proteinas separada
electroforéticamente) u otros métodos conocidos en la técnica [véase por ejemplo, Khatkhatay MI. y Desai M., 1999. J
Immunoassay 20: 151-83; Wisdom GB., 1994. Methods Mol Biol. 32: 433-40; Ishikawa E. et al., 1983. J Immunoassay
4: 209-327; Oellerich M., 1980. J Clin Chem Clin Biochem. 18: 197-208; Schuurs AH. y van Weemen BK., 1980. J
Immunoassay 1: 229-49).

Los restos identificables de ejemplo incluyen, pero sin limitacion, proteina fluorescente verde, fosfatasa alcalina,
peroxidasa, marcador de histidina, biotina, proteina fluorescente naranja y estreptavidina.

Se apreciara que la identificaciéon de las CMC tiene una diversidad de aplicaciones relacionadas con la optimizacion
individual de un tratamiento para el cancer, el control de un tratamiento contra el cancer en un sujeto, la determinacion
de un tratamiento contra el cancer para un sujeto y la identificacion de un agente capaz de tratar el cancer.

Como se usa en el presente documento, el término "agente" se refiere a una composicién de ensayo que comprende
un agente biolégico o un agente quimico.

Los ejemplos de agentes bioldgicos que pueden someterse a ensayo como posibles agentes antineoplasicos incluyen,
pero sin limitaciéon, acidos nucleicos, por ejemplo, polinucleétidos, ribozimas, ARNip y moléculas antisentido
(incluyendo sin limitacion ARN, ADN, hibridos de ARN/ADN, &cidos nucleicos peptidicos y analogos de polinucleétidos
que tienen estructuras principales y/o graves alteradas u otras modificaciones quimicas); proteinas, polipéptidos (por
ejemplo péptidos), hidratos de carbono, lipidos y candidatos de farmaco de "molécula pequefia". Las "moléculas
pequefas" pueden ser, por ejemplo, compuestos de origen natural (por ejemplo, compuestos derivados de extractos
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de plantas, caldos microbianos y similares) o compuestos organometalicos u organicos sintéticos que tienen pesos
moleculares de menos de aproximadamente 10.000 daltons, preferentemente menos de aproximadamente 5.000
daltons y mucho mas preferentemente menos de aproximadamente 1.500 daltons.

Los ejemplos de condiciones que pueden someterse a ensayo como posibles agentes antineoplasicos incluyen, pero
sin limitacion, exposicion a la radiacion (tal como, radiacion gamma, radiacion UV, radiacion X).

De acuerdo con un aspecto de la presente divulgacion, el "marcador de CMC" también se somete a ensayo antes del
contacto con el tratamiento contra el cancer de manera que se pueda hacer una comparacién antes y después del
tratamiento.

De acuerdo con otro aspecto, el agente se somete a las células cancerosas durante un periodo lo suficientemente
largo como para tener un efecto antineoplasico.

Como se ha mencionado, la identificacion de marcadores de células madre cancerosas también permite el tratamiento
de canceres que expresan dichos marcadores.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar" incluye anular, sustancialmente inhibir, ralentizar o invertir
la progresion de una afeccion, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos o estéticos de una afeccion o prevenir
sustancialmente la aparicién de sintomas clinicos o estéticos de una afeccion.

Se apreciara que, si el marcador de células madre cancerosas es un antigeno de la superficie celular, los presentes
inventores contemplan dirigir restos terapéuticos a esas células usando moléculas (por ejemplo, anticuerpos) que sean
capaces de unirse a los marcadores. El resto terapéutico puede ser, por ejemplo, un resto citotdxico, un resto toxico,
un resto de citocina y un segundo resto de anticuerpo que comprende una especificidad diferente para los anticuerpos
de la divulgacion.

Preferentemente, el anticuerpo se une especificamente al menos a un epitopo del marcador de CMC. Como se usa
en el presente documento, el término "epitopo" se refiere a cualquier determinante antigénico en un antigeno al que
se une el paratopo de un anticuerpo.

Los determinantes epitdpicos por lo general consisten en agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente
activas, tales como cadenas laterales de aminoacidos o hidratos de carbono y, por lo general, tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

El término "anticuerpo” como se usa en la presente invencion incluye moléculas intactas asi como fragmentos
funcionales de las mismas, tales como Fab, F(ab')2 y Fv que son capaces de unirse a macrofagos. Estos fragmentos
de anticuerpos funcionales se definen como se indica a continuacién: (1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento
de unién a antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo, puede producirse mediante la digestion del
anticuerpo completo con la enzima papaina para producir una cadena ligera intacta y una porciéon de una cadena
pesada; (2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo que puede obtenerse tratando el anticuerpo completo
con pepsina, seguido de reduccion, para producir una cadena ligera intacta y una porcion de la cadena pesada; se
obtienen dos fragmentos Fab' por molécula de anticuerpo; (3) (Fab')2, el fragmento del anticuerpo que puede
obtenerse tratando el anticuerpo completo con la enzima pepsina sin reduccion posterior; F(ab')2 es un dimero de dos
fragmentos Fab' unidos entre si por dos enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un fragmento modificado
genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada expresada
como dos cadenas; y (5) Anticuerpo monocatenario ("SCA"), una molécula modificada genéticamente que contiene la
region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada, unida por un enlazador polipeptidico
adecuado como una molécula monocatenaria fusionada genéticamente.

Se proporcionan ejemplos no limitantes de restos terapéuticos que pueden conjugarse con el anticuerpo en la Tabla
1, a continuacién en el presente documento.
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Tabla 1
Secuencia de &cido nucleico | Secuencia de aminoacidos Resto terapéutico
EU090068 ABU63124 Exotoxina de Pseudomonas
AY820132.1 AAV70486 Toxina diftérica
A02159 CAAQ00227 Interleucina 2
X03884 P0O7766 CD3
NM_000569.6 NP_000560.5 CD16
NM_000589.2 NP_000580.1 Interleucina 4
K02883 P01892 HLA-A2
M57627 P22301 Interleucina 10
EQ975183 EEF27734 Toxina de ricina

Tabla 1.

También puede unirse una fraccion terapéutica al anticuerpo usando técnicas de sintesis quimica convencionales
ampliamente puestas en practica en la técnica [véase, por ejemplo,
hypertexttransferprotocol://worldwideweb.chemistry.org/portal/Chemistry)], tal como el uso de cualquier enlace
quimico adecuado, directo o indirecto, como a través de un enlace peptidico (cuando el resto funcional es un
polipéptido) o a través de un enlace covalente a un elemento enlazador intermedio, tal como un péptido enlazador u
otro resto quimico, tal como un polimero organico. Pueden unirse péptidos quiméricos a través de enlaces en los
extremos carboxi (C) o amino (N) de los péptidos o a través de enlaces a grupos quimicos internos tales como cadenas
laterales lineales, ramificadas o ciclicas, atomos de carbono o nitrégeno internos y similares. Se proporciona una
descripcién en detalle del marcado fluorescente de anticuerpos en las Patentes de los EE.UU. N.° 3.940.475,
4.289.747 y 4.376.110.

Pueden unirse anticuerpos que reconozcan los marcadores de CMC a particulas que comprendan agentes citotoxicos.

Como se usa en el presente documento, la frase "particula encapsulante” se refiere a una entidad que se caracteriza
por la presencia de una o mas paredes o0 membranas formuladas a partir de lipidos y/o acidos grasos que forman uno
0 mas huecos internos. Las paredes o0 membranas pueden ser concéntricas o no. Las paredes o membranas de las
vesiculas pueden ser sustancialmente sélidas (uniformes), o denominarse, por ejemplo, liposomas, lipoesferas,
nanoliposomas, particulas, micelas, burbujas, microburbujas, microesferas, nanoesferas, nanoestructuras,
microglobos,  microcapsulas, aerogeles, vesiculas unidas a clatrato, estructuras de fase |l
hexagonales/cubicas/hexagonales y similares.

El componente lipidico incluido en las particulas encapsulantes podria incluir un lipido derivatizado con la molécula
diana o un lipido que tenga un grupo quimico de cabeza polar que pueda derivatizarse con la molécula diana en
particulas preformadas, de acuerdo con métodos conocidos.

Otros métodos para la union covalente del resto de direccionamiento a las particulas encapsulantes incluyen el uso
de un enlace amida, éster o éter, estreptavidina y biotina (véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N.° 5.171.578)
y la activacion de un polipéptido con carbodiimida seguida de acoplamiento con los grupos carboxilo activados (Patente
de los EE.UU. N.° 5.204.096). Otros ejemplos de métodos que pueden usarse para unir covalentemente un polipéptido
a un lipido se desvelan en la Patente de los EE.UU. N.° 5.258.499.

Las expresiones "comprende”, "que comprende”, "incluye", "que incluye", "que tiene" y sus conjugados significan
"incluyendo pero sin limitacién". Esta expresion abarca los términos "que consiste en" y "que consiste esencialmente
en".

La frase "que consiste esencialmente en" significa que la composicién o el método puede incluir ingredientes y/o
etapas adicionales, pero solo si los ingredientes y/o etapas adicionales no alteran materialmente las caracteristicas
basicas y novedosas de la composicion o el método reivindicados.

Como se usan en el presente documento, las formas singulares "un", "una”, "el" y "la" incluyen referencias plurales a
menos que el contexto indique claramente otra cosa. Por ejemplo, la expresién "un compuesto” o "al menos un
compuesto” puede incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

A lo largo de la presente solicitud, pueden presentarse diversas realizaciones de la presente invencion en un formato
de intervalo. Ha de comprenderse que la descripcion en formato de intervalo es meramente por conveniencia y
brevedad y no debe interpretarse como una limitacion inflexible del alcance de la invencién. En consecuencia, debe
considerarse que la descripcion de un intervalo ha desvelado especificamente todos los subintervalos posibles, asi
como los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, debe considerarse que la descripcidn
de un intervalo tal como de 1 a 6 ha desvelado especificamente subintervalos tales comode 1a3,de 1a4,de 1a5,
de2a4,de2a6, de 3 a6, etc., asi como numeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5y 6.
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Esto se aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Siempre que se indique un intervalo numérico en el presente documento, se pretende incluir cualquier nimero citado
(fraccional o integral) dentro del intervalo indicado. Las frases "intervalo/intervalos entre" un primer niumero indicador
y un segundo numero indicador e "intervalo/intervalos de" un primer numero indicador "a" un segundo numero
indicador se usan indistintamente en el presente documento y tienen por objeto incluir los nimeros indicadores primero
y segundo y todos los numeros fraccionales e integrales entre ellos.

Como se usa en el presente documento, el término "método” se refiere a maneras, medios, técnicas y procedimientos
para lograr una tarea dada que incluyen, pero sin limitacion, esas maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos o desarrollados facilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos conocidos por
profesionales de la técnica quimica, farmacolégica, biolégica, bioquimica y médica.

La expresion "de ejemplo” se usa en el presente documento con el significado de "que sirve como un ejemplo, caso o
ilustracion”. Cualquier realizacién descrita como "de ejemplo” no debe interpretarse necesariamente como preferida o
ventajosa sobre otras realizaciones y/o excluir la incorporacion de caracteristicas de otras realizaciones.

La palabra "opcionalmente" se usa en el presente documento con el significado de "se proporciona en algunas
realizaciones y no se proporciona en otras realizaciones". Cualquier realizacion particular de la invencion puede incluir
una pluralidad de caracteristicas "opcionales" a menos que dichas caracteristicas entren en conflicto.

Se aprecia que determinadas caracteristicas de la invencion, que, por claridad, se describen en el contexto de
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una sola realizacion. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencion, que, por brevedad, se describen en el contexto de una sola realizacion,
también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinaciéon adecuada o como sea adecuado en
cualquier otra realizacién descrita de la invencion. Determinadas caracteristicas descritas en el contexto de diversas
realizaciones no han de considerarse caracteristicas esenciales de esas realizaciones, a menos que la realizaciéon no
funcione sin esos elementos.

Diversas realizaciones y aspectos de la presente invencion como se reivindica en la seccion de reivindicaciones a
continuacion encuentran respaldo experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores ilustran algunas
realizaciones de la invencion de una manera no limitante.

Generalmente, la nomenclatura utilizada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en
la presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican minuciosamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual"
Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumenes I-lll Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel
et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical
Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA", Scientific
American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se exponen en la Patente de los EE.UU.
N.° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volumenes I-lll
Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" de Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994),
tercera edicion; "Current Protocols in Immunology" Volumenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds), "Basic
and Clinical Immunology" (8a Edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds), "Selected
Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980); se describen inmunoensayos
disponibles ampliamente en la bibliografia cientifica y de patentes, véanse, por ejemplo, las Patente de los EE.UU.
N.° 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533;
3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed.
(1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D. y Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames,
B. D. y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes"
IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317,
Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990);
Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press
(1996); Se proporcionan otras referencias generales a lo largo del presente documento. Se cree que los
procedimientos de los mismos son bien conocidos en la técnica y se proporcionan para la comodidad del lector.

Ejemplo 1

Propagacion a largo plazo de un modelo de xenoinjerto de tumor teratoide rabdoide atipico humano como plataforma
para identificar, aislar y dirigirse a células madre cancerosas

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791199 T3

MATERIALES Y METODOS

Muestra de tumor teratoide rabdoide atipico primario: La muestra primaria de TTRA se obtuvo del paciente 1 h después
de la cirugia. Los tutores legales del paciente implicado dieron su consentimiento informado de acuerdo con la
declaracion de Helsinki.

Formacién de xenoinjerto in vivo: Los experimentos en animales se realizaron de acuerdo con las Directrices para
Experimentos en Animales del Centro Médico Sheba. Se realizdé un xenoinjerto de TTRA inicial en ratones de 5-8
semanas de edad, hembras, inmunodeficientes diabéticos no obesos (NOD/SCID) como se ha descrito anteriormente
(Dekel et al., 2006a). Brevemente, se cortd tejido de TTRA primario en trozos de 2-5 mm y se implanté por via
subcutanea en el lomo del ratdn. Los ratones se mantuvieron en un entorno libre de patégenos y se controlaron
semanalmente para detectar el crecimiento tumoral. Los tumores secundarios se detectaron mediante palpacion cada
semana. Los tumores se recogieron aproximadamente 1-3 meses después de la implantacién o cuando alcanzaron
un tamafio de 1,5 cm de diametro. Se registraron el tiempo hasta el injerto, el tiempo de reseccion, el peso y el volumen
para cada Xn injertado. El tejido Xn se cortdé inmediatamente en trozos pequefios y se procesd para experimentos
adicionales como se indica a continuacion: (i) congelacion ultrarrapida para la caracterizacion molecular posterior de
analisis extraidos; (ii) fijacion con formol e inclusién en parafina para futuros estudios inmunohistoquimicos (IHQ); (iii)
implantacion de tejido por via subcutanea en el flanco de ratones NOD/SCID; y (iv) preparacion de suspensiones de
células individuales como se describe a continuacion para la propagacion de Xn posterior y experimentos in vitro
(estudios in vitro, ensayos de dilucién limitante y clasificacién por FACS).

Las suspensiones de células individuales se obtuvieron picando las muestras en medio de Dulbecco modificado por
Iscove (IMDM) que contenia antibidticos (penicilina y estreptomicina), seguido de tratamiento con colagenasa IV
durante 2 h a 37 °C. El tejido tratado enzimaticamente se tritur6 usando IMDM al doble del volumen de la solucién de
colagenasa y la suspension se filtro (filtro de células de 100 mm) y se lavé dos veces con IMDM que contenia
antibidticos. Los eritrocitos se retiraron mediante tampdn de lisis ACK RBS.

Se formaron pases en serie de Xn usando dos métodos: 1. Inyeccion en serie de aproximadamente 1x10° células
disociadas de Xn de TTRA recientemente recuperadas; Las células se inyectaron en 100 ml de medio sin suero
1:1/Matrigel (BD Biosciences, San José, CA). 2. Se corto tejido de Xn de TTRA en trozos de 2-5 mm y se implanto por
via subcutanea en la parte posterior del ratén.

Estimacion de la frecuencia relativa de células de propagacion de tumores: Con el fin de evaluar y comparar la actividad
oncogena de células de Xn de pases bajos y altos, se inyectaron por via subcutanea diluciones en serie (1x10-50
células) de células suspendidas en 100 ml de PBS y 100 ml de Matrigel en el flanco de ratones NOD/SCID. La
estimacion de la frecuencia relativa de células de propagacion de cancer se calcul6 en linea usando el software ELDA
en linea (bioinfdotwehidotedudotau/software/elda/).

Estimacion de la frecuencia relativa de células de propagacion de tumores en las células con concentracion alta de
ALDH: Con el fin de determinar la frecuencia de células de propagacion de tumores en células con concentracion alta
de ALDH con respecto a células con concentracién baja de ALDH, se usé un ensayo de dilucion limitante como se ha
descrito anteriormente. Brevemente, después de la clasificacion de células de acuerdo con la expresion alta de
ALDHA1 en células obtenidas de Xn, se recogieron poblaciones clasificadas, [ALDH12"%a, ALDH1b3a y células sin
clasificar (SC)] en DMEM estéril. Las células se resuspendieron en 100 ml de PBS y 100 ml de Matrigel y se inyectaron
por via subcutanea en el flanco de ratones NOD/SCID en diluciones en serie.

Andlisis de clasificacién de células activada por fluorescencia (FACS): Se realizé un andlisis por FACS de las células
de TTRA primarias y las células derivadas de Xn frescas posteriores como se ha descrito anteriormente (Dekel et al.,
2006a). Se disociaron trozos de tumor pequeios en células individuales, se lavaron en solucion de lisis de glébulos
rojos (compuesta por: 8,3 g de NH4CI, 1,0 g de KHCOs, 1,8 ml de EDTA al 5 % en H20 doblemente destilada) a una
relacion de suspensién celular de 1 ml/5 ml durante 2 min en 4 °C. Después, se filtraron las células a través de una
malla de nylon de 30 mm antes de la centrifugacion final. Todas las células se resuspendieron en tampoén de FACS
que consistia en albumina sérica bovina al 0,5 % (BSA; Sigma-Aldrich, St. Louis) y azida de sodio al 0,02 % en PBS.
Se marcaron antigenos marcadores de superficie [CD24 (eBiosience, 120247-42), CD34 (Miltenyi, 3008100), CD56
(eBiosience, 1205942), CD90 (Beckman Coulter, IM3600U)] mediante incubacion con anticuerpo conjugado con
fluorocromo a una concentracién de 5 mg de anticuerpo por 108 células durante 30 min, en la oscuridad, a 4 °C para
evitar la internalizacion de anticuerpos. Ademas, se us6 7-amino-actinomicina-D (7AAD; eBioscience, San Diego, CA)
para la activacion de células viables. Todas las etapas de lavado se realizaron en tampén de FACS. Todas las
mediciones cuantitativas se realizaron en comparacion con el anticuerpo de isotipo IgG (eBioscience, San Diego, CA).
La deteccion de células con alta actividad enzimatica ALDH1 se realizé usando el kit ALDEFLUOR (StemCell
Technologies, Durham, NC, EE.UU.) como se ha descrito anteriormente (Christophe Ginestier et al., 2007; Dylla et al.,
2008). Las células se suspendieron en tampdn de ensayo Aldefluor que contenia BODIPY-aminoacetaldehido (BAAA),
un sustrato de ALDH1 sin carga seguido de incubacién durante 30-45 min a 37 °C, en la oscuridad. El BAAA es
absorbido solamente por las células vivas a través de difusion pasiva y después ALDH1 lo convierte intracelularmente
en BODIPY-aminoacetato, un producto de reaccion cargado negativamente, que se retiene dentro de las células que
expresan niveles altos de ALDH1, dando como resultado que estas células se vuelvan fluorescentes. La fluorescencia
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de estas células que expresan ALDH1 (ALDH1+) puede detectarse mediante el canal de fluorescencia verde (520-
540 nm) de FACSAria (BD Biosciences, San José, CA). Como control negativo, para cada muestra de células, una
alicuota tratada en las mismas condiciones se incubd adicionalmente con dietilaminobenzaldehido (DEAB), un
inhibidor especifico de ALDH1. La incubacion de células con BAAA sin la adicion de DEAB dio como resultado un
cambio en la fluorescencia de BAAA que define la poblacion ALDH1+. Puesto que solamente las células con una
membrana celular intacta podian retener el producto de reaccion Aldefluor, solamente se identificaron células ALDH1+
viables.

Clasificacién por FACS: Se recogieron células como se ha descrito anteriormente, se filtraron a través de una malla
de nylon de 30 mm antes de la centrifugacion final y después se resuspendieron en un tampoén de FACS o en un
tampdén ALDEFLUOR. Se us6 FACS Aria con el fin de enriquecer las células que expresan marcadores de superficie
y alta actividad de ALDH1. Se us6 una boquilla de 100 mm (BD Biosciences, San José, CA), presiéon de cubierta de
137,89-172,37 kPa (20-25 libras por pulgada cuadrada (PSI)) y una tasa de obtencion de 1.000-3.000 eventos por
segundo como condiciones optimizadas para la clasificacion de células de TTRA. Las células viables individuales se
clasificaron sobre la base de 7AAD y después se clasificaron fisicamente en tubos de recoleccion para todos los
experimentos posteriores. Los datos se analizaron adicionalmente y se presentaron usando el software FlowJo.

Matriz de chips: Los datos de matriz de chip se depositan en la biblioteca publicamente (GEO). Todos los experimentos
se realizaron usando matrices de oligonucleétidos Affymetrix HU GENEI.Ost (Pode-Shakked et al., 2009). Se usé ARN
total de cada muestra para preparar ADN diana biotinilado, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El
ADNCc diana generado a partir de cada muestra se procesé segun la recomendacion del fabricante usando un sistema
de instrumentos Affymetrix Gene Chip Instrument System. Los detalles de las medidas de control de calidad pueden
encontrarse en linea. Los genes significativamente modificados se filtraron como modificados al menos dos veces
(valor de p: 0,05).

Analisis por PCR de transcripcién inversa en tiempo real cuantitativa - Analisis de expresion génica: Se realizd una
PCR cuantitativa de transcripcion inversa (QRT-PCR) para determinar los factores de cambio en la expresién de una
seleccion de genes. El ARN total de las células se aisléd usando un kit RNeasy Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc se sintetizé usando un kit de transcripcién inversa
de ADNCc de alta capacidad (Applied Biosystems, California, EE.UU.) sobre ARN total. La PCR en tiempo real se realizé
usando un sistema de deteccion de secuencia ABI7900HT (PerkinElmer/Applied Biosystems, California, EE.UU.) en
presencia de mezcla maestra de expresion génica TagMan (Applied Biosystems, California, EE.UU.). La amplificacion
por PCR se realizé usando kits prefabricados de ensayo de expresion génica especificos de genes TagMan (Applied
Biosystems, California, EE.UU.). Cada reaccion de analisis se realiz6 por triplicado. Se usaron HPRT1 o0 GAPDH como
control endégeno en todos los analisis experimentales. Los resultados de la PCR se analizaron usando el software
SDS RQ Manager 1.2. Se realiz6 un analisis estadistico usando un ensayo T no apareado de 2 colas. La significacion
estadistica se consideré6 como P<0,05.

Tincién con HyE: Tincién con HyE de tejidos embebidos en parafina: Se montaron secciones de 5 mm de tejidos
embebidos en parafina sobre vidrio super frost/plus y se incubaron a 60 °C durante 40 minutos. Después de la
desparafinacion, los portaobjetos se incubaron en solucion de hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich) y se incubaron
con HCl al 1 % en etanol al 70 % durante 1 minuto. Después, los portaobjetos se incubaron durante 10 segundos en
Eosina (Sigma-Aldrich). Las imagenes se produjeron usando Olympus BX51TF.

Tincién inmunohistoquimica de TTRA primario y Xn de TTRA: Se cortaron secciones, de 4 mm de espesor, de TTRA
primario y Xn de TTRA para ensayos inmunohistoquimicos. Las inmunotinciones se realizaron como se ha descrito
anteriormente (Dekel et al., 2006b). Brevemente, las secciones se procesaron para evitar la oxidacién de los antigenos.
Antes de la inmunotincion, las secciones se trataron con tampoén de citrato 10 mM, pH 6,0 durante 10 min a 97 °C para
la recuperacion de antigeno, seguido de H20:2 al 3 % durante 10 min. Los portaobjetos se tifieron posteriormente
usando el método de estreptavidina-biotina marcada (LAB-SA) usando un kit Histostain plus (Zymed, San Francisco,
CA, EE.UU.). La inmunorreaccién se visualizd mediante un sistema de cromégeno a base de HRP/sustrato (kit de
sustrato DAB liquido - Zymed, San Francisco, CA, EE.UU.). Se usé anticuerpo anti-ALDH1 humana (BD Biosciences,
n.° 611195) a una dilucién de 1:100. La inmunorreaccién se visualizd mediante un sistema de cromégeno a base de
HRP/sustrato (kit de sustrato DAB liquido - Zymed, San Francisco, CA, EE.UU.). Todas las secciones también se
tifieron para Vimentina, Antigeno de Membrana Epitelial (EMA), actina de musculo liso (SMA), AE1/AE3, NFP e INII
usando procedimientos inmunohistoquimicos convencionales. Todas las diluciones de anticuerpos se realizaron segun
las recomendaciones de los fabricantes de los anticuerpos de tincion.

Ensayos de actividad de LOX: La actividad de la enzima LOX se midié usando el ensayo de fluorescencia roja Amplex
(AAA Bioquest, 15255), como se ha descrito anteriormente (15843371). La mezcla de reaccion de ensayo consistia
en borato de sodio 50 mM (pH 8,2), urea 1,2 M, rojo Amplex 50 _M, 0,1 unidades/ml de peroxidasa de rabano picante
y sustrato 1,5-diaminopentano (cadaverina) 10 mM. Las muestras de proteinas se afiadieron a la mezcla de reaccion,
en presencia o ausencia de BAPN 100 mM, que después se incubd a 37 °C durante 30 minutos. El producto
fluorescente se midié a 590 nm usando un lector de microplacas de absorbancia.

MTS - ensayo de viabilidad celular: Se sembraron en placas 5x10° células por triplicado y se cultivaron en placas de
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96 pocillos durante la noche. Al dia siguiente, se cambié el medio y se complementd con diversas concentraciones de
BAPN vy las células se incubaron adicionalmente durante 48 h. La proliferacion celular se midié usando el ensayo de
proliferacion celular CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se incubaron con la soluciéon de MTS durante 3 horas a 37 °C y
se determin6 la absorbancia a 492 nm usando un lector de microplacas. Se realizaron tres experimentos
independientes.

Ensayo de migracion celular: Se cultivaron células durante la noche, después de lo cual se cambié el medio y se
complementé con BAPN 100 mM. Después de 48 horas, se hizo un raspado a través de las monocapas confluentes
con una punta de pipeta de plastico de 1 ml. Después, las células tratadas y de control se fotografiaron en puntos
temporales idénticos (24 y 48 horas).

Andlisis estadistico: Los resultados se expresan como la media 6 E.T.M., a menos que se indique otra cosa. Se
evaluaron diferencias estadisticas en la expresién génica entre las poblaciones de células de TTRA mediante el ensayo
T de Student. Se calcularon diferencias estadisticas en los experimentos in vivo usando el ensayo ANOVA/Chi-
cuadrado. Para todos los analisis estadisticos, el nivel de significancia se establecié como p<0,05 a menos que se
indique otra cosa.

RESULTADOS

Establecimiento del modelo de xenoinjerto de TRM y caracterizacion del cultivo celular: Se obtuvo una muestra de
tumor rabdoide maligno humano de una masa cervical izquierda de un varén recién nacido. La tincion HyE del tumor
primario mostré células tumorales poligonales medianas a grandes con nucleos redondos, cromatina fina y nucleolos
eosindfilos grandes. Las caracteristicas morfolégicas de las células tumorales, combinadas con el perfil
inmunohistoquimico, confirmaron el diagnéstico de tumor rabdoide maligno. De hecho, la mayor parte de las células
tumorales no mostraron expresion de la proteina INI-1. El andlisis por citometria de flujo se realizé en células tumorales
primarias, demostrando dos poblaciones celulares que diferian en tamafo. Para la caracterizacion in vitro, las células
se cultivaron en dos condiciones diferentes: DMEM con FBS al 10 % y medio sin suero complementado con factores
de crecimiento. Se observaron dos tipos de células morfolégicamente distintas: células similares a fibroblastos
adherentes y células redondas que se unieron de forma poco rigida a las células adherentes, de acuerdo con la
morfologia de las células de TRM en cultivo como se ha descrito anteriormente. Se observé un crecimiento celular
significativo cuando estas células se cultivaron en DMEM con FBS al 10 %. La morfologia en cultivo de las células
tumorales primarias se mantuvo durante aproximadamente 8 pases. Los injertos de tumor primario se formaron
mediante un trasplante subcutaneo de trozos tumorales de 2-5 mm en 4 ratones inmunodeficientes (Figura 6). Se
observo injerto tumoral en 4/4 ratones que permitieron una mayor propagacion tumoral. La propagacién secuencial de
Xn de TRM en ratones NOD/SCID se realizé6 mediante trasplante de muestras de tejido o injerto de suspensiones de
células individuales usando un nimero fijo de 1x108 células (Tabla 2 y Figura 6). La propagacion en serie permitio a
los presentes inventores establecer pases de Xn de TRM de pase bajo (<P5), medio (P5-P10) y alto (P10-P16) que
se estudiaron para la caracterizacion del fenotipo de CMC de TRM y la elucidacion de las vias patogénicas asociadas
a la capacidad de inicio de TRM (Tabla 2, a continuacion en el presente documento y Figura 6).

Tabla 2
Generacion y establecimiento del modelo de Xn de TTRA humano en ratones NODI SCID.
Trasplantes de tejido Inyecciones de células™
(%) injerto N.° de tejido N.° de (%) N.° de tumores N.° de Pase
o) In) injertado trasplantes injerto injertados inyecciones

100 4 4 Na 0 0 P1
100 8 8 67 4 6 P2
93 13 14 83 10 12 P3
100 6 6 88 7 8 P4
75 3 4 100 8 8 P5
67 4 6 100 4 4 P6
50 2 4 100 2 2 P7
50 1 2 50 2 4 P8
na 0 0 100 4 4 P9
na 0 0 100 2 2 P10
100 2 2 100 4 4 P11
100 2 2 100 2 2 P12
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(continuacion)

Generacion y establecimiento del modelo de Xn de TTRA humano en ratones NODI SCID.
Trasplantes de tejido Inyecciones de células*
o/ i N.° de tejido N.° de (%) N.° de tumores N.° de Pase
(%) injerto
injertado trasplantes injerto injertados inyecciones
100 2 2 100 4 4 P13
100 2 2 100 4 4 P14
100 1 1 100 4 4 P15
na 0 0 100 4 4 P16
88 50 57 90 65 72 Total

Generacion de Xn de TTRA humano primario a partir de inyecciones en serie de 1x10%* células y trasplantes de tejido.
El tejido tumoral primario se obtuvo de TTRA de un recién nacido.

La propagacion a largo plazo de TRM se asocia a una frecuencia de CMC aumentada
La propagacion secuencial de Xn de TRM con un nimero de células fijo de 1x108 células se correlaciond con un

tiempo mas corto para el injerto del tumor y un crecimiento tumoral acelerado (Figura 1A y Tabla 3), lo que indica la
promocion de la agresividad del tumor a lo largo de los pases.

Tabla 3. Frecuencia y caracteristicas de Xn de TTRA durante la propagacion
Relacion de peso de Xn/dias Dias hasta el injerto T de ini Y P
hasta la reseccion (media) (media) asa de injerto (%) ase
0,04 34 4/6 P2
0,07 23 10/12 P3 Bajo
0,08 24 7/8 P4
0,06 26 21/26 (80)
0,11 15 8/8 P5
0,09 22 4/4 P6
0.12 15 2/2 P7 Intermedio
0,10 28 2/4 P8
0,06 23 4/4 P9
0,06 22 2/2 P10
0,09 20 22/24 (92)
0,05 19 4/4 P11
0,12 20 2/2 P12 Alto
0,08 16 4/4 P13
0,11 16 4/4 P14
0,19 14 4/4 P15
0,16 14 4/4 P16
0,12 16 22/22 (100)

Tabla que resume la frecuencia y las caracteristicas de la formacion de tumores secundarios a partir de 1x10° células
obtenidas de Xn de TTRA y propagadas adicionalmente. Durante la propagacién en serie de Xn de TTRA se notd un
tiempo mas corto hasta el injerto del tumor y un crecimiento tumoral acelerado. En la comparacion entre pases de Xn
bajos e intermedios *p<0,01.

Los presentes inventores después se preguntaron si la capacidad de CMC se potencia funcionalmente con la
propagacion de TRM. Realizaron experimentos de xenotrasplante de dilucion limitante con células de TRM derivadas
de Xn de pase bajo, intermedio y alto. Este analisis muestra una seleccion positiva significativa para la frecuencia de
CMC en Xn de pase alto (Tabla 4).

Tabla 4: Sumario de xenotrasplante de dilucién limitante que representa la frecuencia de CMC tumoral durante la

propagacion.
Numero de tumores injertados/numero de inyecciones . } .
- - Numero de células tumorales inyectadas

Alto Intermedio Bajo

9/10 4/6 1/10 1000

2/2 1/2 - 750

3/5 2/3 2/10 500

2/2 - - 250
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(continuacion)

Numero de tumores injertados/numero de inyecciones . . .
- - Numero de células tumorales inyectadas
Alto Intermedio Bajo
6/8 - 1/16 100
1/2 - 0/4 50
Frecuencia celular de propagacion
1/120 1/1801 1/3930 tumoral (IC 95 %)

Habiendo observado que el Xn de TRM de pase alto enriquece con nimeros mayores de CMC, se analizaron los
cambios histoldgicos e inmunohistoquimicos que acompafian la obtencion del fenotipo de CMC a lo largo de los pases
(Figuras 1B-C). La tincion con HyE reveld que los tumores derivados de Xn mantienen la morfologia celular basica de
tipo rabdoide. Sin embargo, se observaron algunas diferencias morfolodgicas en Xn de alta generacién, incluyendo la
obtencion de la morfologia celular de huso, vastas areas de necrosis, menos cuerpos apoptoticos y mas mitosis (Figura
1B). La tinciéon inmunohistoquimica (IHQ) desvel6 que tanto el tumor primario como los tejidos de Xn expresan
fuertemente el marcador mesenquimatoso vimentina (Figura 1C). Sin embargo, al contrario que el tumor primario, el
Xn de alta generacion mostro pérdida de marcadores de diferenciacion, incluyendo el antigeno de membrana epitelial
(EMA), la citoqueratina AE1/AE3 y la proteina de neurofilamento (NFP) (Figura 1C). Con el fin de validar los resultados
de IHQ, se realiz6 qRT-PCR en tumor primario, Xn temprano y tardio. El analisis de expresién génica demostro el
mantenimiento de vimentina junto con la pérdida del marcador de diferenciacion epitelial, E-cadherina (Figura 1D). Por
tanto, la frecuencia de CMC potenciada se asocid a Xn de TRM que conserva caracteristicas rabdoides
histopatoldgicas similares y muestra una desdiferenciacion hacia un fenotipo mesenquimatoso.

El distintivo génico global asociado a una actividad iniciadora potenciada de tumores revela supuestos biomarcadores
de CMC.

A continuacion, los presentes inventores trataron de caracterizar el perfil molecular global de Xn de TRM secuencial
que acompana la seleccion para el fenotipo de CMC. Para este fin, realizaron un analisis de expresion génica de
micromatrices comparando varias muestras diferentes: 1. TRM primario, 2. Xn de TRM temprano (P2), 3. Xn de TRM
intermedio (P7), 4. Xn de TRM tardio (P16), 5. Células madre embrionarias humanas (CMEh), 6. Rifién fetal (RF), 7.
Rifién de adulto (RA), 8. Cerebro fetal (CF), 9. Cerebro de adulto (CA). El analisis de expresién global mostré que las
células de Xn de TRM propagadas se agruparon mas estrechamente con CMEh en lugar de con su tumor primario de
origen como se ilustra mediante agrupacion jerarquica (Figura 2A). Ademas, hubo una mayor similitud de los tejidos
de Xn con los tejidos fetales humanos. En conjunto, estos resultados confirman la seleccion del fenotipo de células
madre durante la propagacion tumoral. Un examen mas detallado de TRM primario y Xn de TRM secuencial (pase
bajo, intermedio y alto) identificé una diversidad de patrones de expresién génica, incluyendo dos grupos principales
de genes que estaban regulados positivamente y negativamente a lo largo de los pases (Figura 2B). La cohorte de
genes regulados positivamente incluyé moléculas que acompafian la obtencién del fenotipo de CMC observado, tales
como semaforina3C (SEMA3C), lisil oxidasa (LOX), glucoproteina M6A (GPM6A), factor de crecimiento de hepatocitos
(HGFISF) y aldehido deshidrogenasa (ALDH1) (Figura 2C). Este perfil de expresidén génica también podria verificar la
biologia del tumor a lo largo de los pases como se manifiesta por el mapa térmico génico que revela pases mas tardios
como altamente proliferativos (por ejemplo, KI-67, CDK1 y AURKA) (Figura 2D). Ademas, el analisis de la funcién
ingenuity© demostré una disminucién de la necrosis, la muerte celular y la diferenciacion de las células (Figura 2E),
respaldando los resultados obtenidos de la tincion tanto con HyE como IHQ que demostraron una disminucion de la
apoptosis, un aumento de las mitosis y la pérdida de marcadores de diferenciacion en Xn de pase alto en comparacién
con tumor primario y Xn de pase bajo. Por tanto, el modelo de propagaciéon de Xn secuencial generé supuestas
moléculas de biomarcadores implicadas en el inicio y la progresion tumorales continuos y la ganancia de fenotipo de
CMC en TRM.

Validacion funcional de ALDH1 como biomarcador de CMC de TRM

Habiendo observado que la seleccion molecular desvelada actualmente identificé independientemente la ALDH1 como
marcador de ganancia de fenotipo de CMC en TRM, los presentes inventores examinaron adicionalmente su expresion
y papeles funcionales. Es importante destacar que la ALDH1 se ha sugerido como marcador de CMC vy, por tanto,
podria validar el enfoque. El andlisis de expresion demostrd que la proporcion de ALDH1 aument6 significativamente
a lo largo de la propagacion tumoral (Figura 3A). El analisis por FACS para cuantificar la proporcién de poblacion de
ALDH1 en las diferentes etapas de propagacion de Xn revel6 que en las células de Xn de pase bajo (pase 4), solo el
4 % de las células eran ALDH1+ en comparacion con el 25 % de las células en pase tardio (pase 10) (Figura 3B).
Ademas, la tincion de IHQ de ALDH1 demostrd el aumento de la expresion de ALDH1 a lo largo de los pases (Figura
3C). Ademas, las células de expresion de ALDH12" eran principalmente las células rabdoides grandes (Figura 3D). A
nivel de expresién génica, el analisis por qRT-PCR revelé una expresion alta de ALDH1 en pases tardios,
aproximadamente 40 veces superior en comparacion con el tumor primario (Figura 3E). Los presentes inventores
después clasificaron la fraccion de ALDH1+ de manera de determinar si califican como CMC. Una propiedad definitoria
de las células madre cancerosas es su capacidad funcional para formar clones in vitro. Los ensayos de formacion de
colonias mostraron un numero de clones significativamente superior y colonias mas grandes en ALDH1+ en
comparacion con las células de TRM ALDH1- de acuerdo con el fenotipo de CMC (Figura 4A). Ademas, las CMC se
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definen por su capacidad para reformar tumores tras el trasplante en ratones inmunodeficientes. Para investigar la
carcinogénesis de células ALDH1+ in vivo, se inyectaron cantidades decrecientes de células ALDH1+ y ALDH1-
purificadas por FACS en los flancos de ratones NOD/SCID usando el andlisis de dilucion limitante (18). Las células
sin clasificar se inyectaron como control (Tabla 2). En el pase bajo (P3), 4 de 6 ratones inyectados con 2000 células
ALDH1+ o menos formaron tumores en comparacion con ninguno de los ratones inyectados con células ALDH1-
(p<0,05). En el pase alto (P12), todos los ratones inyectados con 1000 células ALDH1+ o menos formaron tumores
secundarios, mientras que solo 2 de los 11 ratones inyectados con células ALDH1- desarrollaron un tumor (p<0,001),
lo que sugiere que esta poblacién estaba relativamente agotada de células iniciadoras de tumores (Tabla 2). Es
importante destacar que los tumores que surgieron de las células ALDH1+ pudieron trasplantarse en serie en
receptores secundarios, de acuerdo con la presencia de capacidad de inicio tumoral en esta poblacién, lo que
demuestra la capacidad de autorrenovacion in vivo de las células ALDH+ (Figura 4B). En conjunto, estos datos
muestran que ALDH1 es un marcador para CMC de TRM que valida el vinculo de la ganancia de fenotipo de CMC
que definieron los presentes inventores con la propagacioén a largo plazo a moléculas especificas tales como ALDH1.
Con el fin de caracterizar mejor las CMC de ALDH+ clasificadas a nivel molecular y determinar si se enriquecen para
los biomarcadores de CMC previstos por propagacion a largo plazo, se realizé un experimento de secuenciacion de
ARN en células ALDH+ y ALDH- clasificadas obtenidas de Xn de TRM (Figura 4C). Curiosamente, se descubrié que
entre los genes mas regulados positivamente en las células ALDH+ en comparacién con las células ALDH- estaban
los genes sobreexpresados significativamente en pases de Xn tardios en comparaciéon con el tumor primario (por
ejemplo, ANXA1, GPM6A, HGF y LOX) (Figura 4C). Se realiz6 un analisis por qRT-PCR, validando la expresion alta
de LOX en ALDH+ en comparacion con las células ALDH- (Figura 4E). Estos resultados enfatizan la validez de la
técnica de propagacion de Xn de los presentes inventores como modelo para identificar moléculas y vias vinculadas
con la agresividad tumoral y la frecuencia de CMC. La expresion alta de LOX en Xn de TRM progresivo y en la fracciéon
de CMC ALDH+ clasificada condujo a los presentes inventores a examinar si LOX puede servir como diana terapéutica.

Validacién funcional de inhibidor de LOX como agente terapéutico para CMC de TRM.

LOX, una enzima de remodelacion de la matriz extracelular regula eventos tales como la compactacion de la cromatina
(19), la transcripcién génica (20, 21), asi como la diferenciacién celular temprana y el desarrollo de tejidos (22) y, por
tanto, es relevante para TRM que se caracteriza por pérdida de INI-1 que regula actividades similares. Estudios
recientes han demostrado que LOX se sobreexpresa en varias neoplasias malignas, incluyendo los tumores de mama,
de colon y pancreaticos (23, 24) y se asocia a progresion tumoral y metastasis (25). La tinciéon con IHQ que analiza la
expresion de LOX en TRM primario, pases de Xn tempranos (P2), intermedios (P7) y tardios (P14) confirmaron una
amplia expresion creciente en todos los pases con una expresion significativa en las células rabdoides (Figura 5A).
Anteriormente, se demostré que BAPN, un inhibidor de LOX, tenia efectos positivos sobre diversas células cancerosas.
(23). Puesto que el gen LOX estaba regulado positivamente en Xn durante la propagacién y la seleccion del fenotipo
de CMC, asi como en las CMC de TRM clasificadas, los presentes inventores buscaron examinar si la inhibicién de
LOX tenia un efecto sobre células de TRM. En primer lugar, se cultivaron células de Xn en concentraciones diferentes
de BAPN durante 48 h. Un analisis por MTS, que examina la viabilidad celular, demostré6 una proliferacién
significativamente reducida después del tratamiento con BAPN 100 mM en tres experimentos diferentes (datos no
mostrados). A continuacion, examinaron el efecto de BAPN sobre células de Xn de TW, un tumor pediatrico solido
habitual del rindn que se propagd en serie en ratones. Los resultados no demostraron ningun efecto sobre la
proliferacion de células de TW, lo que indica un efecto especifico de la inhibicion de LOX sobre células de TRM (Figura
5B). A continuacion, los presentes inventores examinaron la morfologia de las células de TRM como resultado del
tratamiento con BAPN y mostraron que el tratamiento indujo cambios morfolégicos, incluyendo la condensacion
nucleary la deglucion celular (Figura 5C). Es importante destacar que un ensayo de migracién revel6 que el tratamiento
con BAPN durante 48 h inhibié significativamente la capacidad de migracién de las células de TRM, en comparacién
con las células sin tratar (Figura 5D). Puesto que todos los resultados in vitro se obtuvieron usando un pase de Xn
intermedio (P10), los presentes inventores se propusieron determinar si BAPN tendria un efecto similar sobre células
mas similares al tumor primario. Se realizaron experimentos similares en células P2 y revelaron los mismos resultados
(Figuras 7A-C). La medicién de la actividad de LOX validé que BAPN 100 mM si inhibid significativamente la actividad
de LOX (Figura 7D). Estos resultados sugieren que dirigir un biomarcador de CMC de TRM novedoso puede anular el
crecimiento tumoral y justifica la accion de LOX como una posible diana terapéutica de TRM.
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Ejemplo 2
Propagacién a largo plazo de xenoinjerto de tumor de Wilm y sarcoma de Ewing humanos MATERIALES Y METODOS

Formacioén de xenoinjerto in vivo y célculo del tiempo hasta el injerto: Los experimentos en animales se realizaron de
acuerdo con las Directrices para Experimentos en Animales del Centro Médico Sheba. Se realizé un xenoinjerto de
tumor inicial a ratones de 5-8 semanas de edad, hembras, inmunodeficientes diabéticos no obesos (NOD/SCID) como
se ha descrito anteriormente en el presente documento. Brevemente, se corto tejido tumoral primario en trozos de 2-
5 mm y se implant6é por via subcutédnea en el lomo del raton. Los ratones se mantuvieron en un entorno libre de
patdégenos y se controlaron semanalmente para detectar el crecimiento tumoral. Los tumores secundarios se
detectaron mediante palpacién cada semana. Los tumores se recogieron cuando alcanzaron un tamafo de 1,5 cm de
diametro. Se registraron el tiempo hasta el injerto, el tiempo de reseccion, el peso y el volumen para cada Xn injertado.
El tejido de Xn se corté inmediatamente en trozos pequefios y se procesd para la implantacion de tejido por via
subcutanea en el flanco de ratones NOD/SCID y la preparacion de suspensiones de células individuales como se
describen a continuacion para la propagacién posterior de Xn. Las suspensiones de células individuales se obtuvieron
picando las muestras en medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) que contenia antibidticos (penicilina y
estreptomicina), seguido de tratamiento con colagenasa |V durante 2 h a 37 °C. El tejido tratado enzimaticamente se
trituré usando IMDM al doble del volumen de la solucion de colagenasa y la suspension se filtro (filtro de células de
100 mm) y se lavo dos veces con IMDM que contenia antibioticos. Los eritrocitos se retiraron mediante tampén de lisis
ACK RBS.

Se formaron pases en serie de Xn en dos métodos: 1. Inyeccion en serie de aproximadamente 1x108 células disociadas
de Xn recientemente recuperado; Las células se inyectaron en 100 ml de medio sin suero 1:1/Matrigel (BD
Biosciences, San José, CA).

2. Se corto tejido de Xn en trozos de 2-5 mm y se implantd por via subcutanea en el lomo del ratén.

RESULTADOS

La propagacién secuencial de Xn de sarcoma de Ewing (Figura 8A) y tumor de Wilm (Figura 8B) se correlacion6 con
un tiempo mas corto para el injerto tumoral, lo que indica cambios en el comportamiento del tumor hacia un fenotipo
mas agresivo.

Ejemplo 3
Propagacion a largo plazo de xenoinjerto de blastoma pleuropulmonar humano (BPP)
MATERIALES Y METODOS

Formacioén de xenoinjerto in vivo y célculo del tiempo hasta el injerto: Los experimentos en animales se realizaron de
acuerdo con las Directrices para Experimentos en Animales del Centro Médico Sheba. Se realizé un xenoinjerto de
tumor inicial a ratones de 5-8 semanas de edad, hembras, inmunodeficientes diabéticos no obesos (NOD/SCID) como
se ha descrito anteriormente en el presente documento. Brevemente, se corto tejido tumoral primario en trozos de 2-
5 mm y se implant6 por via subcutanea en el lomo del ratdn. Los ratones se mantuvieron en un entorno libre de
patégenos y se controlaron semanalmente para detectar el crecimiento tumoral. Los tumores secundarios se
detectaron mediante palpacién cada semana. Los tumores se recogieron cuando alcanzaron un tamafo de 1,5 cm de
diametro. Se registraron el tiempo hasta el injerto, el tiempo de reseccion, el peso y el volumen para cada Xn injertado.
El tejido de Xn se corté inmediatamente en trozos pequefios y se procesé para la implantacion de tejido por via
subcutanea en el flanco de ratones NOD/SCID y la preparacion de suspensiones de células individuales como se
describen a continuacion para la propagacion posterior de Xn. Las suspensiones de células individuales se obtuvieron
picando las muestras en medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) que contenia antibidticos (penicilina y
estreptomicina), seguido de tratamiento con colagenasa IV durante 2 h a 37 °C. El tejido tratado enzimaticamente se
trituré usando IMDM al doble del volumen de la solucion de colagenasa y la suspension se filtro (filtro de células de
100 mm) y se lavo dos veces con IMDM que contenia antibidticos. Los eritrocitos se retiraron mediante tampoén de lisis
ACK RBS.

Se formaron pases en serie de Xn en dos métodos: 1. Inyeccion en serie de aproximadamente 1x108 células disociadas
de Xn recientemente recuperado; Las células se inyectaron en 100 ml de medio sin suero 1:1/Matrigel (BD
Biosciences, San José, CA). 2. Se corto tejido de Xn en trozos de 2-5 mm y se implantd por via subcuténea en el lomo
del raton.

Estimacion de la frecuencia relativa de células de propagacion de tumores: Con el fin de evaluar y comparar la actividad
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oncogena de células de Xn de pases bajos y altos, se inyectaron diluciones en serie (1310° - 50 células) de células
suspendidas en 100 ml de PBS y 100 ml de Matrigel por via subcutanea en el flanco de ratones NOD/SCID. La
estimacion de la frecuencia relativa de células de propagacion de cancer se calcul6 en linea usando el software ELDA
en linea (bioinfdotwehidotedudo-tau/software/elda/).

Matriz de chips: Todos los experimentos se realizaron usando matrices de oligonucleétidos Affymetrix HU GENEI.Ost.
Se us6 ARN total de cada muestra para preparar ADNc diana biotinilado, de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. EI ADNc diana generado a partir de cada muestra se procesé segun la recomendacion del fabricante
usando un sistema de instrumentos Affymetrix Gene Chip Instrument System. Los detalles de las medidas de control
de calidad pueden encontrarse en linea. Los genes significativamente modificados se filtraron como modificados al
menos dos veces (valor de p: 0,05).

Tincion inmunohistoquimica de Xn de BPP. Se cortaron secciones, de 4 mm de espesor, de BPP primario y Xn de
BPP para ensayos inmunohistoquimicos. Se realizaron inmunotinciones como se ha descrito anteriormente en el
presente documento. Brevemente, las secciones se procesaron para evitar la oxidacién de los antigenos. Antes de la
inmunotincion, las secciones se trataron con tampoén de citrato 10 mM, pH 6,0 durante 10 min a 97 °C para la
recuperacion de antigeno, seguido de H202 al 3 % durante 10 min. Los portaobjetos se tifieron posteriormente usando
el método de estreptavidina-biotina marcadas (LAB-SA) usando un kit Histostain plus (Zymed, San Francisco, CA,
EE.UU.). La inmunorreaccion se visualizé6 mediante un sistema de cromégeno a base de HRP/sustrato (kit de sustrato
DAB liquido - Zymed, San Francisco, CA, EE.UU.). Se us6 anticuerpo anti-NCAM humano (BD Biosciences,
n.° 611195) a una dilucién de 1:1200. La inmunorreaccion se visualizé mediante un sistema de cromégeno a base de
HRP/sustrato (kit de sustrato DAB liquido - Zymed, San Francisco, CA, EE.UU.).

Analisis por PCR de transcripcion inversa en tiempo real cuantitativa - Andlisis de expresién génica: Se realizé una
PCR de transcripcion inversa cuantitativa (QRT-PCR) para determinar los factores de cambio en la expresion de
NCAM. Se aislé ARN total

de las células usando un kit RNeasy Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ADNc se sintetizé usando un kit de transcripcién inversa de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems,
California, EE.UU.) sobre ARN total. La PCR en tiempo real se realizd usando un sistema de deteccién de secuencia
ABI7900HT (Perkin-Elmer/Applied Biosystems, California, EE.UU.) en presencia de mezcla maestra de expresion
génica TagMan (Applied Biosystems, California, EE.UU.). La amplificacion por PCR se realizé usando kits
prefabricados de ensayo de expresion génica especificos de genes TagMan (Applied Biosystems, California, EE.UU.).
Cada reaccion de andlisis se realizé por triplicado. Se usaron HPRT1 o GAPDH como control endégeno en todos los
analisis experimentales. Los resultados de la PCR se analizaron usando el software SDS RQ Manager 1.2. Se realizé
un analisis estadistico usando un ensayo T no apareado de 2 colas. La significacion estadistica se consideré6 como
P<0,05.

RESULTADOS

La propagacion secuencial de Xn de BPP se correlaciond con un tiempo mas corto para el injerto del tumor y un
crecimiento tumoral acelerado, lo que indica la promocion de la agresividad del tumor a lo largo de los pases. En
comparacion, entre los pases de Xn temprano (pases 1-4) y tardio (pases 7-12) el tiempo hasta el injerto del tumor
disminuyé de 58 a 33 dias (p<0,02), como se muestra en la Tabla 6 a continuacién en el presente documento.

Tabla 6
Tasa de Tiempo hasta | Tiempo hastala |Peso Volumen Relacion peso/tiempo
injerto (%) | el injerto reseccion (dias) | promedio | promedio hasta la reseccién
(Dias)* (media)
Temprano | 63,16 58,08 77,57 1,43 0,88 0,02
Tardio 87,50 33,85 51,94 1,83 1,03 0,04

Se realizaron experimentos de xenotrasplante de dilucion limitante con células de BPP derivadas de Xn de pase
temprano y tardio. Este analisis muestra una seleccion positiva significativa para la frecuencia de CMC en Xn de pase
alto. En comparacion entre los pases de Xn tempranos vy tardios, la frecuencia de CMC aumento6 de 1/1581 a 1/304
células (p = 0,009), como se muestra en la Tabla 7, a continuacién en el presente documento.
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Tabla 7
Pase N.° de células Tasa de injerto Frecuencia de
inyectadas células madre
temprano 1000 3/4 1/1581
500 3/4
100 0/4
Tardio 1000 3/4 1/304
500 4/4
100 2/4
50 1/4
10 0/4

En la Figura 9 se proporciona un mapa térmico génico, que compara el patron de expresion de varios marcadores de
proliferacién (por ejemplo, K167, E2F2 y CDK1), genes polycomb de autorrenovacion (por ejemplo, BMI1, TOP2A y
EZH2) y genes distintivos de metastasis (por ejemplo, SPARC, CXCR4 y LTBP1), entre las diferentes muestras de
BPP, pulmén adulto (PA) y pulmén fetal (PF), que reveld que los pases altos son altamente proliferativos y que
presentan una regulacion positiva de los genes de autorrenovacién, con un distintivo génico invasivo, que predice el
comportamiento metastasico.

La inmunohistoquimica (IHQ) de varios pases de Xn (P4, P8, P12 y P17) para NCAM1 revela una mayor expresion
con la propagacioén en serie de Xn como se ilustra en la Figura 10A. El analisis por qRT-PCR revelé una expresion
alta de NCAM1 en el tumor primario en comparacion con el control de pulmén adulto (derecha) y una expresion alta
de NCAM1 en el pulmodn fetal en comparacion con el pulmén adulto (izquierda), enfatizando el hecho de que NCAM1
desempefia una funcién importante durante la carcinogénesis y el desarrollo (Figura 10B).

La IHQ de varios pases de Xn (P4, P8, P12 y P17) para CD44 revela una mayor expresion con propagacion en serie
de Xn, como se ilustra en las Figuras 11A-B.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de identificacion de marcadores de células madre cancerosas en un tumor primario humano que
comprende:

(a) hacer pases in vivo del tumor primario a un animal no humano inmunodeficiente, en donde las células del tumor
primario y las células sometidas a pases del tumor primario no se someten a inmunoaislamiento; y

(b) comparar un nivel de al menos un antigeno en una primera poblaciéon de células tumorales sometidas a pases
del tumor primario con una segunda poblacion de células tumorales del tumor primario en donde dicha primera
poblacion de células tumorales sometidas a pases se somete a pases in vivo durante al menos 10 pases, en donde
dicha segunda poblacién de células tumorales son:

(i) células no sometidas a pases del tumor primario humano; o

(i) células sometidas a pases in vivo del tumor primario humano, en donde dicha segunda poblacion de células
tumorales se ha sometido a pases in vivo durante al menos un nimero menos de pases que dicha primera
poblacién de células tumorales sometidas a pases,

en donde un aumento en la cantidad de dicho antigeno en dicha primera poblacion de células tumorales en
comparacioén con la cantidad de dicho antigeno en dicha segunda poblacion de células tumorales es indicativo de un
marcador de células madre cancerosas en el tumor primario humano.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho antigeno es un polipéptido.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho tumor primario es un tumor pediatrico seleccionado entre el grupo
que consiste en un tumor teratoide/rabdoide atipico (TTRA), sarcoma de Ewing, angiomiolipoma, blastoma
pleuropulmonar y tumor de Wilms.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dichos pases se efectian en ratones.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dichos pases se efectuan implantando en dicho
animal no humano células no disociadas de una muestra de tejido de un xenoinjerto del tumor primario.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dichos pases se efectdan implantando en dicho
animal no humano una suspension de células individuales de un xenoinjerto del tumor primario.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde la determinacién de dicha expresiéon de dicho
polipéptido se efectia a nivel de ARNm.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde la determinacion de dicha expresion de dicho
polipéptido se efectia a nivel de proteinas.
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FIG. 1B
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FIG. 2B
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FIG. 5B

FIG. BA
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FIG. 5D

Sin tratar

FIG. 5C
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FIG. 10A
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