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DESCRIPCION

Composicion para el diagnéstico, prevencion o tratamiento de enfermedades relacionadas con células que expresan
IL-8 0 GRO-a, que comprende MSC de UCB

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion de terapia génica para uso en la transferencia de un gen
terapéutico, un gen marcador o un producto de los mismos a una célula que expresa interleucina 8 (IL-8) o GRO-a e
induce el tropismo de citoblastos mesenquimatosos derivados de sangre del cordén umbilical o citoblastos
mesenquimatosos aislados de sangre del cordon umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos proliferados a partir de
dichos citoblastos mesenquimatosos (MSC de UCB), en la que la composicién de terapia génica incluye MSC de
UCB.

La presente invencién se refiere también a una composicion para uso en el tratamiento de una enfermedad
relacionada con una célula que expresa IL-8 o0 GRO-a, o de tumores cerebrales en terapia génica, en la que la
composicién incluye MSC de UCB.

La presente invencién se refiere también a una composicion o kit para uso en el diagndéstico de tumores cerebrales,
la prevencion de tumores cerebrales, el tratamiento de tumores cerebrales o la monitorizaciéon de la progresion del
tratamiento de tumores cerebrales usando MSC de UCB.

Técnica antecedente

Es conocido que los citoblastos migran hacia sitios patoldgicos. Recientemente, se ha encontrado que los citoblastos
mesenquimatosos derivados de médula ésea (MSC de BM) tienen tropismo por tumores y migran hacia los sitios
tumorales. Dichos MSC de BM que pueden migrar a sitios de tumores especificos pueden probarse herramientas
utiles en terapia génica. Por ejemplo, los MSC de BM que tienen tropismo por tumores pueden usarse como
vehiculos para transferir un gen suicida terapéutico a sitios tumorales [véanse Ponte A.L. et al., Stem Cells, 25,
1737-1745 (2005); Kahler C.M. et al., Respir. Res. 8, 50 (2007)]. A pesar de este interesante fenémeno, los
mecanismos moleculares que regulan el trafico de MSC al tumor no estan claros.

Evidencias crecientes durante varios afos indican que la induccién de la migracién de MSC de BM parece estar
estimulada por varios factores solubles. Recientemente, se ha mostrado que la proteina quimioatractora de
monocitos 1 (MCP-1) secretada por células de cancer de mama estimula la migracion de MSC de BM [véase Dwyer
R.M. et al., Clin. Cancer Res. 13, 5020-5027 (2007)]. Ademas, el ligando de quimiocina 2 (CCL-2) y el ligando de
quimiocina 10 (CCL-10) pueden inducir la migracidon de células progenitoras neurales a sitios dafiados en el modelo
de apoplejia por oclusion de la arteria cerebral media (MCAo) [véase J. Neurosci. Res., 85, 2120-2125 (2007)]. El
factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) aumentaba notablemente la respuesta migratoria de MSC de BM de
rata [véase Li Y. et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 356, 780-784, (2007)]. Por lo tanto, identificar los factores
solubles que afectan a los eventos de migraciéon de los MSC es importante para entender cémo los MSC migran
hacia tumores o tejidos dafados.

Los genes introducidos en MSC de BM se sobreexpresan in vivo y muestran bioactividad. Por ejemplo, los MSC de
BM en los que se introduce un gen hAng1 humano estimulan la generacion de vasos sanguineos en un sitio de
infarto de un animal modelo de infarto de miocardio agudo [véase Sun L. et al., Biochemical Biophysical Research
Communication 357 (2007), 779-784], los MSC de BM que sobreexpresan Akt tratan sorprendentemente el infarto de
miocardio y mejoran las funciones cardiacas [véase Nicolas N. et al., Molecular Therapy 14(6), 840-850, 2006], los
MSC de BM modificados con el gen Bcl-2 previenen la apoptosis y mejoran las funciones cardiacas [véase Stem
Cells 25, 2118-2127 (2007)], y los MSC de BM que sobreexpresan oxido nitrico sintasa endotelial alivian el dafo del
ventriculo derecho causado por hipertension pulmonar [véase Sachiko et al., Circulation, 114 [supl]: I1-181/I-185].
Estos resultados indican que los MSC en que se introducen genes pueden usarse como herramienta en terapia
génica.

Por otro lado, en general, las células del sistema nervioso central estan bien reguladas, consistiendo el sistema
nervioso central en cerebro y médula espinal. Sin embargo, cuando esta regulacion falla, las células se dividen
continuamente y se forman tumores. Los tumores pueden clasificarse como tumores benignos o tumores malignos.
El sistema nervioso central tiene neuronas y neurogliocitos que soportan y protegen las neuronas. Los tumores
generados en neurogliocitos se conocen como gliomas. Los gliomas dan cuenta de un 50% de los tumores
cerebrales primarios y dan cuenta de un 15% de los tumores de médula espinal primarios. Ademas, los tumores
cerebrales incluyen tumores neurales, tumores de vasos sanguineos y tumores glandulares. Existe también un tumor
cerebral secundario causado por otros tumores desarrollados en otros sitios del cuerpo. El tumor cerebral secundario
es el tipo mas comun de tumor cerebral.

El tratamiento de tumores cerebrales es dificil debido a los sitios de los tumores. Los tumores cerebrales pueden
tratarse por cirugia clinica o quimioterapia. Para cirugia clinica, cuando se extirpan totalmente los sitios de tumor, es
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probable que aparezcan complicaciones. Para quimioterapia, tiene que inyectarse una alta concentracion de
farmaco anticanceroso debido a la barrera hematoencefalica y, por tanto, dafia gravemente otros 6rganos.
Recientemente, se ha usado terapia génica para tratar tumores cerebrales. En la terapia génica, se introduce un gen
para suprimir el crecimiento de células cancerosas usando un vector virico. Puesto que el vector virico no tiene la
capacidad de migracién selectiva hacia el sitio canceroso diana, se modifica la superficie del vector virico para
obtener dicha capacidad. Sin embargo, existe un limite para la migraciéon de una cantidad suficiente de vectores
viricos al sitio canceroso diana.

Se han dado a conocer resultados de la investigacion sobre el efecto de atraccidn, que es un fenémeno en que los
citoblastos migran hacia un sitio de enfermedad, indicando que los citoblastos pueden ser medios de suministro
Utiles para tratar tumores cerebrales. Sin embargo, los mecanismos que regulan el trafico de citoblastos a tumores
no estan claros. Es conocido que los neurocitoblastos tienen tropismo por un tipo de tumor cerebral, es decir, glioma
maligno. Basandose en esta teoria, se esta realizando una investigacion sobre un procedimiento de transferencia de
genes a un sitio de tumor cerebral usando neurocitoblastos que funcionan como vehiculo (véanse Yip S et al., The
Cancer J. 9(3), 189-204, 2003; Kim SK et al., Clin. Cancer Res. 12(18), 5550-5556, 2006). Yip et al. encontraron que
los tumores cerebrales pueden tratarse con neurocitoblastos portadores de un gen imunoregulador, un gen promotor
de la apoptosis, una enzima conversora de profarmaco, un virus oncolitico, etc. Brown et al. han identificado que los
tumores cerebrales pueden tratarse eficazmente inyectando un vector que contiene el gen de citosina desaminasa
en el cerebro, en el que el gen de citosina desaminasa transforma la 5-fluorocitosina (5-FC) en 5-fluorouracilo (5-
FU), en el que 5-FU es un farmaco anticanceroso y 5-FC es un profarmaco de 5-FU (véase Brown AB et al., Human
Gene Ther. 14(18), 1777-1785, 2003). Ehtesham et al. han resefiado que el crecimiento de tumores cerebrales se
reducia al inyectar neurocitoblastos tratados para suministrar interleucina 12 o un ligando inductor de la apoptosis
relacionado con el factor de necrosis tumoral (Cancer Res. 62, 5657-5663, 2002; Cancer Res. 62, 7170-7174, 2002).
Sin embargo, usar neurocitoblastos en experimentos clinicos causa problemas éticos relacionados con como se
recogen los neurocitoblastos y el rechazo inmunolégico causado por el transplante alogénico. Por consiguiente,
existe la necesidad de encontrar otros tipos de citoblastos que no causen estos problemas y puedan obtenerse
facilmente.

Akira et al. han dado a conocer que los MSC de BM tienen tropismo por tumores cerebrales (véase Cancer Res.
65(8), 3307-3316, 2005). Los MSC de BM pueden recogerse de los pacientes. Cuando los MSC de BM se inyectan
por transplante autélogo, no aparece rechazo inmunolégico, lo que es una ventaja para el uso clinico. En un estudio,
se inyectaron MSC de BM humanos en ratones atimicos con craneos transplantados con lineas celulares de glioma
humano a través de la arteria carétida. Como resultado, se encontraron MSC de BM humanos solo en glioma y no
en la parte normal del cerebro adyacente al glioma. Ademas, incluso cuando se transplantaban MSC de BM
humanos a un craneo, los MSC de BM humanos migraban hacia el glioma. Cuando se infectaban MSC de BM
humanos con un vector adenovirico que contenia ADNc de un gen de IFN-B y se inyectaba entonces el vector
resultante en un craneo transplantado con glioma de un ratén atimico a través de la arteria carétida, aumentaba la
vida del ratén atimico. El documento W0071037653A1 da a conocer una composicién para tratar el cancer que
comprende MSC de BM que expresan un gen de citosina desaminasa. Sin embargo, en este caso, puesto que los
MSC de BM se recogen mediante una pluralidad de procesos complejos, los sujetos de los que se recogen los MSC
de BM padecen estrés mental y fisico durante un largo periodo de tiempo. Por consiguiente, existe la necesidad de
encontrar otros tipos de citoblastos.

Al contrario que la médula dsea, la sangre del cordén umbilical (UCB), que tiene muchos MSC, puede recogerse
facilmente de cordones umbilicales que se desechan en los procesos de parto. También la industria del
almacenamiento de UCB esta bien establecida y, por tanto, es facil encontrar donantes. Incluso cuando se usan
MSC recogidos de otra UCB inducida por seres humanos, no aparece rechazo inmunoldgico después del
transplante. Por consiguiente, puede obtenerse una alta estabilidad inmunolégica. Por lo tanto, es muy importante
identificar si una enfermedad tal como tumor cerebral puede tratarse basandose en el tropismo de MSC de UCB. Sin
embargo, dichos intentos por identificar la disponibilidad de MSC de UCB no se han realizado todavia. La
informacién dada a conocer en la presente memoria descriptiva se usa solo para ayudar a la comprension de los
antecedentes del presente concepto de la invencion y no pueden ser técnica anterior.

Descripcion detallada de la invencion
Problema técnico

La terapia génica orientada recientemente desarrollada usa caracteristicas de migracion especificas de los
citoblastos mesenquimatosos (MSC), en la que se introducen genes terapéuticos en MSC y los MSC resultantes
migran entonces a un sitio de enfermedad y tratan la enfermedad. Para desarrollar una terapia génica que use el
tropismo de MSC, deberia comprenderse totalmente el mecanismo molecular que regula la migracién de MSC hacia
tumores. Sin embargo, el mecanismo molecular no se ha determinado todavia. Por consiguiente, el presente
concepto de la invencidon es descubrir el mecanismo molecular de la migracién de MSC de UCB hacia una célula
tumoral y usar el mecanismo molecular en terapia génica.

Aunque se esté realizando la investigacion de si los tumores cerebrales pueden tratarse con neurocitoblastos o
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citoblastos mesenquimatosos derivados de médula 6sea (MSC de BM), la recoleccién de neurocitoblastos y MSC de
BM puede conducir a problemas éticos, rechazo inmunoldgico y estrés mental y fisico del sujeto del que se recojan
los MSC de BM. Por consiguiente, el presente concepto de la invencion proporciona también un citoblasto que
puede recogerse sin estos problemas descritos anteriormente y que tiene un mejor tropismo por tumores cerebrales.

Solucién técnica

Los inventores de la presente invencion han realizado investigaciones para resolver estos problemas, y han
encontrado que los citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre de cordon umbilical y/o citoblastos
mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos (MSC de UCB) tienen tropismo por
células de tumor cerebral y que los MSC de UCB tienen una capacidad de migracion mayor que los citoblastos
mesenquimatosos aislados de médula ésea y/o los citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos
citoblastos mesenquimatosos (MSC DE BM). Los inventores han proporcionado una aplicacion terapéutica para
tratar tumor cerebral usando MSC de UCB.

También los inventores de la presente invencion han encontrado que el tropismo de MSC de UCB esta afectado por
la interleucina 8 (IL-8) o GRO-a. Basandose en este hallazgo, los inventores de la presente invencion proporcionan
una composicién para uso en el suministro de un gen terapéutico o un producto del mismo a una célula que expresa
IL-8 0 GRO-a e induce el tropismo de MSC de UCB, y una aplicacion terapéutica de la misma.

Efectos ventajosos

Los citoblastos mesenquimatosos derivados de sangre del cordon umbilical (MSC de UCB) en la composicién segin
la presente invencién tienen un tropismo selectivo por células que expresan IL-8 o0 GRO-a, y por tanto inducen el
tropismo de MSC de UCB, o por células de tumor cerebral. La capacidad trépica de los MSC de UCB es mejor que la
de otros citoblastos y por tanto pueden suministrarse mas eficazmente genes terapéuticos, o un producto de los
mismos que cuando se usan otros citoblastos convencionales. Por consiguiente, puede usarse una composicion
farmacéutica o kit que comprende MSC de UCB segun la presente invencién para diagnosticar, prevenir y tratar
enfermedades relacionadas con células que expresan IL-8 0 GRO-a, o tumores cerebrales.

Modo de invenciones

Los inventores de la presente invencion han estudiado citoblastos que tienen un tropismo eficaz por tumores, y han
encontrado sorprendentemente que los citoblastos mesenquimatosos derivados de sangre del cordon umbilical
(MSC de UCB) tienen un alto tropismo por tumores cerebrales, especificamente un tropismo por tumores cerebrales
mayor que los citoblastos mesenquimatosos derivados de médula ésea (MSC de BM), que no se conocia
anteriormente. También los inventores han encontrado que la interleucina 8 (IL-8) o GRO-a se relacionan con el
tropismo de MSC de UCB.

Los inventores cultivaron conjuntamente MSC de UCB vy lineas celulares tumorales representativas para identificar
las caracteristicas del tropismo de los MSC de UCB vy citocinas relacionadas con estas lineas celulares tumorales.
Especificamente, se cultivaron conjuntamente MSC de UCB y una seleccionada de las lineas celulares de tumor
cerebral humano tales como células U-87 MG, LN18, U138 o U251; una linea celular de cancer rectal humano tal
como LS-174T; un linfocito B humano tal como NC37; un fibroblasto de raton (NIH3T3); una linea celular de cancer
gastrico tal como KATO llI; una linea celular de cancer de pulmén tal como A549 y una linea celular de cancer
hepatico tal como PLC/PRF5 en una camara Transwell para medir la movilidad de los MSC de UCB. Como
resultado, se encontré que los MSC de UCB tienen un alto tropismo por células U-87 MG, LN18, U138 y U251, que
son células de tumor cerebral (véanse, las figuras 3 y 4). Los MSC de UCB tenian también tropismo por medios
acondicionados que no incluian células U-87 MG y se obtuvieron cultivando U-87 MG (véase la figura 4).

Se compar6 también el tropismo por una linea celular de tumor cerebral de MSC de UCB con el de MSC de BM que
se usan actualmente como fuente de citoblastos. Como resultado, se encontré que los MSC de UCB tienen un
tropismo por una linea celular de tumor cerebral mayor que los MSC de BM (figura 15). El indice quimiotactico de los
MSC de UCB era también mayor con respecto a la linea celular de tumor cerebral entre diversas lineas celulares
cancerosas (figura 6). Dicho alto indice quimiotactico con respecto a la célula tumoral cerebral es una ventaja
adicional de los MSC de UCB, ademas del hecho de que los MSC de UCB pueden obtenerse mas facilmente y
tienen mas estabilidad inmunol6gica que los MSC de BM, probando que los MSC de UCB son un medio muy
adecuado para la terapia génica de un tumor cerebral debido a que el gen terapéutico puede transferirse
eficazmente al interior de o a zonas cercanas al tumor cerebral.

El tropismo de los MSC de UCB en la camara Transwell puede derivar de las citocinas que se secretan en el cultivo
conjunto de dos células. Por tanto, se cultivaron conjuntamente dos células en una camara Transwell para preparar
un medio y se analiz6 entonces el medio usando una matriz de citocinas. Como resultado, se identificé que se
secretaban altos niveles de citocinas tales como IL-8 o GRO-o en un medio en que se habian cultivado
conjuntamente MSC de UCB y U87 MG (véase la figura 7). Por consiguiente, es altamente probable que de estas
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citocinas pueda derivar el tropismo de los MSC de UCB.

Los inventores de la presente invencion han cultivado MSC de UCB solos, han cultivado U-87 MG solas y han
cultivado conjuntamente MSC de UCB y U-87 MG y han analizado entonces los niveles de ARNm de IL-8 de estas
células usando PCT-TI. Como resultado, los MSC de UCB no expresaban IL-8 en presencia ni en ausencia de
células U-87 MG. Sin embargo, las U-87 MG expresaban IL-8 constitutivamente tanto en presencia como en
ausencia de MSC de UCB (véase la figura 8). El tratamiento de MSC de UCB con IL-8 potenciaba significativamente
su migracion cuando se comparaba con células no tratadas (véase (A) de la figura 9). Sin embargo, cuando los MSC
de UCB se preincubaban con anticuerpos anti-CXCR1, que son anticuerpos respecto a un receptor de IL-8, y se
aplicaba IL-8 recombinante a MSC de UCB, se reducia la migracién de MSC de UCB mediada por IL-8 de manera
dependiente de la dosis por el tratamiento anti-CXCR1 ((B) de la figura 9). El tratamiento anti-CXCR2 mostraba
también el mismo efecto. De forma similar, el tratamiento con GRO-a potenciaba también la migracién de MSC de
UCB cuando se comparaba con MSC de UCB no tratados ((C) de la figura 9). En contraposicion, no habia
diferencias significativas en la migracién de MSC de UCB en cultivos tratados con MCP-1 ((D) de la figura 9). Este
dato indica que IL-8 y GRO-a participan en la migracion de MSC de UCB hacia las células U-87 MG.

Se midié la correlacion entre la concentracion de IL-8 secretada por cada célula cancerosa y la migracién de MSC de
UCB. Como resultado, las U-87 MG, que migraban a la concentracién maxima de MSC de UCB, mostraban la
maxima produccion de IL-8 (figura 10A). Los inventores midieron también el nivel de secrecién de IL-8 en diversas
células de glioma. Todas las lineas celulares de glioma ensayadas que eran células diana del tropismo de MSC de
UCB mostraron también un alto nivel de secrecion de IL-8 ((B) de la figura 10). Este dato sugiere que los MSC de
UCB tenian una fuerte atraccion migratoria hacia células secretoras de IL-8. Para identificar esto, se sobreexpresé
artificialmente IL-8 en A549, que son células de cancer de pulmén humanas de bajo nivel de expresion de IL-8, y se
cultivaron conjuntamente entonces A549 que sobreexpresaban IL-8 y MSC de UCB. Como resultado, se encontr6
que, aunque los MSC de UCB tenian una débil migracién hacia A549, los MSC de UCB tenian una fuerte migracién
hacia A549 que sobreexpresan IL-8. Por lo tanto, la IL-8 podria ser un fuerte inductor de MSC de UCB (véase la
figura 10C).

Los inventores de la presente invencion compararon las caracteristicas de migracion de MSC de BM y MSC de UCB
con respecto a células U-87 MG o IL-8. Como resultado, se encontr6 que los MSC de UCB migran mas fuertemente
hacia células U-87 MG o IL-8 que los MSC de BM. La migracion de MSC de UCB se potencia drasticamente en
respuesta al tratamiento con IL-8, pero la migracion de MSC de BM es débil en respuesta al tratamiento con IL-8
(véase la figura 11).

Se compararon los niveles de expresion de receptor de quimiocina CXC 1 (CXCR1) y receptor de quimiocina CXC 2
(CXCR2) en MSC de UCB y MSC de BM midiendo el ARNm y la proteina (véase la figura 12). El analisis de PCR-TI
usando el ARN total aislado de MSC de UCB y MSC de BM revel6 que el producto de PCR de ambos CXCR1 y
CXCR2 tiene una mayor intensidad en MSC de UCB cuando se comparan con MSC de BM. Respecto a la expresién
de proteina de CXCR1 y CXCR2, CXCR1 y CXCR2 se expresan en gran medida tanto en MSC de UCB como en
MSC de BM. Puesto que la IL-8 tiene una alta afinidad por CXCR1 y CXCR2, una migracion aumentada de MSC de
UCB hacia U-87 MG puede ser debida a una expresion regulada positivamente de CXCR1 y CXCR2.

Los inventores de la presente invencion efectuaron el experimento de introducir un gen que codifica la proteina
fluorescente verde (GFP) en MSC de UCB. Como resultado, se encontré que la GFP se introducia y expresaba
exitosamente (véase la figura 13). Se encontr6 también que los MSC de UCB que sobreexpresan el gen que codifica
GFP tenian también tropismo por U87 MG (véase la figura 14). Dichos resultados muestran que los MSC de UCB en
los que se introduce un gen o un producto del mismo pueden transferirse a células secretoras de IL-8 0 GRO-o.

Basandose en los resultados descritos anteriormente, la presente invencion se refiere a una composicion para uso
en la transferencia de un gen o producto del mismo a una célula que expresa IL-8 0 GRO-a usando MSC de UCB.
La presente invencion se refiere también a una composicion terapéutica que contiene MSC de UCB para uso en la
transferencia de un gen terapéutico o marcador o un producto del mismo a una célula que expresa IL-8 0 GRO-a y
que activa el tropismo de MSC de UCB. La presente invencion se refiere también a una composicién farmacéutica, a
un kit para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales y a una composicién que contiene MSC de
UCB para uso en el tratamiento de tumores cerebrales. La presente invencion se refiere también a un kit para uso en
el diagndstico de tumores cerebrales o en la monitorizacion de la progresién del tratamiento de tumores cerebrales y
a una composicion que contiene MSC de UCB para uso en el diagnostico de tumores cerebrales o de una
composicién que contiene MSC de UCB para uso en la monitorizacion de la progresion del tratamiento de tumores
cerebrales.

Especificamente, el presente concepto de la invencién se refiere a:

[1] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB;
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[2] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que el MSC de UCB funciona como portador de
terapia génica para tumores cerebrales;

[3] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicién farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de
UCB;

[4] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de
UCB, en el que el gen antitumoral se selecciona de un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de la
apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis;

[5] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicién farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de
UCB, en el que el gen antitumoral se selecciona de un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de la
apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen supresor tumoral
puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de homoélogo de fosfatasa y tensina (PTEN), un gen de
maspina, un gen de RUNX3, un gen de caveolina 1, un gen de nm23, un gen de proteina Rb, un gen de Brush-1, un
gen de inhibidor del crecimiento tumoral (ING-4), un gen de survivina, un gen de proteina inhibidora de la apoptosis
ligada al cromosoma X (XIAP), un gen de proteina inhibidora de la apoptosis neural (NAIP) y genes de proteinas
reguladoras de estos genes;

[6] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de
UCB, en el que el gen antitumoral se selecciona de un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de la
apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen de factor
inductor de la apoptosis puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de citocina, un gen de interleucina, un
gen de factor de necrosis tumoral (TNF), un gen de interferédn (INF-a, INF-B, INF-y), un gen de factor estimulante de
colonias (CSF), un gen de p53, un gen de Apaf-1, un gen de TRAIL, un gen de caspasa, un gen de Bax, un gen de
Bad, un gen de FADD, un gen de JNK, un gen de cinasa p38 y genes de proteinas reguladoras de estos genes;

[7] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en el que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el se introduce un gen antitumoral en el MSC de UCB, en
el que el gen antitumoral se selecciona de un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de la apoptosis, un
gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen regulador del ciclo celular
puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de cdc2, un gen de ciclina (ciclina A, ciclina D, ciclina E), un
gen de cdc25C, un gen de p21WAF, un gen de p16INK4, un gen de CDK (CDK1, CDK2, CDK4, CDK®6), un gen de
proteina Rb, un gen de E2F, un ARN anticodificante o ARNip del mismo y genes de proteinas reguladoras de estos
genes;

[8] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de
UCB, en el que el gen antitumoral se selecciona de un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de la
apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen inhibidor de la
angiogénesis puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de trombospondina 1, un gen de endostatina, un
gen de tumstatina, un gen de canstatina, un gen de vastatina, un gen de restina, un gen de inhibidor del crecimiento
endotelial vascular, un gen de maspina, un gen de angiopoyetinas, un gen de un fragmento de prolactina de 16 kDa
y un gen de endorepelina;

[9] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen de enzima conversora de
profarmaco en el MSC de UCB;

[10] una composicién farmacéutica para uso en la prevencién o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicién farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un gen de enzima conversora de
profarmaco en el MSC de UCB, en el que el gen de enzima conversora de profarmaco se selecciona de citosina
desaminasa y el gen de CYP2B1;

[11] una composicion farmacéutica para uso en la prevencién o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un ARN anticodificante o ARNip de
un gen relacionado con un tumor cerebral en el MSC de UCB;

[12] una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicién farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un ARN anticodificante o ARNip de
un gen relacionado con un tumor cerebral en el MSC de UCB, en el que el gen relacionado con un tumor cerebral
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puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de la familia Ras, un gen de c-myc, un gen de abl, un gen de
erbB-1, un gen de EGF-R, un gen de Bax, un gen de la proteina de interaccién con Apaf-1 (APIP), un gen de la
proteina 1 secretada inducida por Wnt-1 (WISP-1), un gen de Wnt, un gen de Raf-1, un gen de Src, un gen de Akt,
un gen de Erk-1,2 y un gen de BcL-2;

[13] una composicion farmacéutica para uso en la prevencién o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicion farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un virus oncolégico en el MSC de
UCB;

[14] una composicion farmacéutica para uso en la prevencién o el tratamiento de tumores cerebrales, en la que la
composicién farmacéutica comprende un MSC de UCB, en el que se introduce un virus oncolitico en el MSC de
UCB, en el que el virus oncolitico se selecciona de herpesvirus simple y reovirus de tipo 3;

[15] una cualquiera de las composiciones farmacéuticas para uso en la prevencién o el tratamiento de tumores
cerebrales descrita anteriormente, en las que el tumor cerebral se selecciona del grupo consistente en astrocitoma,
astrocitoma pilocitico, astrocitoma de baja malignidad, astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, glioma
troncoencefalico, ependimoma, subependimoma, ganglioneuroma, glioma mixto, oligodendroglioma, glioma de
nervio Optico, neurinoma del estatoacustico, cordoma, linfoma del SNC, craniofaringioma, hemangioblastoma,
meduloblastoma, meningioma, tumores pineales, tumores pituitarios, tumores neuroectodérmicos primitivos, tumores
rabdoides, schwannoma, quistes, neurofibromatosis, seudotumor cerebral y esclerosis tuberosa;

[16] una composicién para uso en el diagndstico de tumores cerebrales o la monitorizacion de la progresion del
tratamiento de tumores cerebrales, en la que la composicion incluye un MSC de UCB;

[17] una composicién para uso en el diagndstico de tumores cerebrales o la monitorizaciéon de la progresion del
tratamiento de tumores cerebrales, en la que la composicion incluye un MSC de UCB, en el que el MSC de UCB
esta marcado con un marcador detectable;

[18] una composicién para uso en el diagndstico de tumores cerebrales o la monitorizacion de la progresion del
tratamiento de tumores cerebrales, en la que la composicion incluye un MSC de UCB, en el que el MSC de UCB
esta marcado con un marcador detectable, en el que el marcador detectable se selecciona de un detector
fluorescente basado en enzima que contiene luciferasa y nanoparticulas magnéticas derivadas del péptido Tat;

[19] una cualquiera de las composiciones para uso en el diagndstico de tumores cerebrales o la monitorizacion de la
progresion del tratamiento de tumores cerebrales, en las que el tumor cerebral se selecciona del grupo consistente
en astrocitoma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma de baja malignidad, astrocitoma anaplasico, glioblastoma
multiforme, glioma troncoencefdlico, ependimoma, subependimoma, ganglioneuroma, glioma mixto,
oligodendroglioma, glioma de nervio O&ptico, neurinoma del estatoacUstico, cordoma, linfoma del SNC,
craniofaringioma, hemangioblastoma, meduloblastoma, meningioma, tumores pineales, tumores pituitarios, tumores
neuroectodérmicos primitivos, tumores rabdoides, schwannoma, quistes, neurofibromatosis, seudotumor cerebral y
esclerosis tuberosa;

[20] un kit para uso en el tratamiento de tumores cerebrales que incluye: un vector de expresion que tiene un gen de
enzima conversora de profarmaco, un MSC de UCB y un profarmaco de un farmaco anticanceroso;

[21] un kit para uso en el tratamiento de tumores cerebrales que incluye: un vector de expresion que tiene un gen de
enzima conversora de profarmaco, un MSC de UCB y un profarmaco de un farmaco anticanceroso, en el que el gen
de enzima conversora de profarmaco se selecciona de un gen de citosina desaminasa y un gen de CYP2B1;

[22] un kit para uso en el tratamiento de tumores cerebrales que incluye: un vector de expresion que tiene un gen de
enzima conversora de profarmaco, un MSC de UCB y un profarmaco de un farmaco anticanceroso, en el que el gen
de enzima conversora de profarmaco se selecciona de un gen de citosina desaminasa y un gen de CYP2B1, en el
que el MSC de UCB se transfecta con el vector de expresion que tiene un gen de enzima conversora de profarmaco;

[23] uno cualquiera de los kits descritos anteriormente, en los que el tumor cerebral se selecciona del grupo
consistente en astrocitoma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma de baja malignidad, astrocitoma anaplasico,
glioblastoma multiforme, glioma troncoencefélico, ependimoma, subependimoma, ganglioneuroma, glioma mixto,
oligodendroglioma, glioma de nervio Optico, neurinoma del estatoacustico, cordoma, linfoma del SNC,
craniofaringioma, hemangioblastoma, meduloblastoma, meningioma, tumores pineales, tumores pituitarios, tumores
neuroectodérmicos primitivos, tumores rabdoides, schwannoma, quistes, neurofibromatosis, seudotumor cerebral y
esclerosis tuberosa;

[24] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB;
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[25] una composicidn de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que el MSC de UCB funciona como portador para terapia
génica;

[26] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de UCB;

[27] una composicidn de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de UCB, en el
que el gen antitumoral se selecciona del grupo consistente en un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de
la apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis;

[28] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de UCB, en el
que el gen antitumoral se selecciona del grupo consistente en un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de
la apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen supresor
tumoral puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de homoélogo de fosfatasa y tensina (PTEN), un gen
de maspina, un gen de RUNX3, un gen de caveolina 1, un gen de nm23, un gen de proteina Rb, un gen de Brush-1,
un gen de inhibidor del crecimiento tumoral (ING-4), un gen de survivina, un gen de proteina inhibidora de la
apoptosis ligada al cromosoma X (XIAP), un gen de proteina inhibidora de la apoptosis neural (NAIP) y genes de
proteinas reguladoras de estos genes;

[29] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un gen antitumoral en el MSC de UCB, en el
que el gen antitumoral se selecciona del grupo consistente en un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de
la apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen de factor
inductor de la apoptosis puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de citocina, un gen de interleucina, un
gen de factor de necrosis tumoral (TNF), un gen de interferén (INF-a, INF-B, INF-y), un gen de factor estimulante de
colonias (CSF), un gen de p53, un gen de Apaf-1, un gen de TRAIL, un gen de caspasa, un gen de Bax, un gen de
Bad, un gen de FADD, un gen de JNK, un gen de cinasa p38 y genes de proteinas reguladoras de estos genes;

[30] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce el gen antitumoral en el MSC de UCB, en el
que el gen antitumoral se selecciona del grupo consistente en un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de
la apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen regulador del
ciclo celular puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de cdc2, un gen de ciclina (ciclina A, ciclina D,
ciclina E), un gen de cdc25C, un gen de p21WAF, un gen de p16INK4, un gen de CDK (CDK1, CDK2, CDK4,
CDK®), un gen de proteina Rb, un gen de E2F, un ARN anticodificante o ARNip del mismo y genes de proteinas
reguladoras de estos genes;

[31] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 0
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce el gen antitumoral en el MSC de UCB, en el
que el gen antitumoral se selecciona del grupo consistente en un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de
la apoptosis, un gen regulador del ciclo celular y un gen inhibidor de la angiogénesis, en el que el gen inhibidor de la
angiogénesis puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de trombospondina 1, un gen de endostatina, un
gen de tumstatina, un gen de canstatina, un gen de vastatina, un gen de restina, un gen de inhibidor del crecimiento
endotelial vascular, un gen de maspina, un gen de angiopoyetinas, un gen de un fragmento de prolactina de 16 kDa
y un gen de endorepelina;

[32] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un gen de enzima conversora de profarmaco
en el MSC de UCB;

[33] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un gen de enzima conversora de profarmaco
en el MSC de UCB, en el que el gen de enzima conversora de profarmaco se selecciona del grupo consistente en el
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gen de citosina desaminasa y el gen de CYP2B1;

[34] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un ARN anticodificante o ARNip de un gen
relacionado con un tumor en el MSC de UCB;

[35] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un ARN anticodificante o ARNip de un gen
relacionado con un tumor en el MSC de UCB, en el que el gen relacionado con un tumor puede seleccionarse del
grupo consistente en un gen de la familia Ras, un gen de c-myc, un gen de abl, un gen de erbB-1, un gen de EGF-R,
un gen de Bax, un gen de la proteina de interaccion con Apaf-1 (APIP), un gen de la proteina 1 secretada inducida
por Wnt-1 (WISP-1), un gen de Wnt, un gen de Raf-1, un gen de Src, un gen de Akt, un gen de Erk-1,2 y un gen de
BcL-2;

[36] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de tratamiento génico incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8
0 GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un virus oncolitico en el MSC de UCB;

[37] una composicién de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica incluye un MSC de UCB, en el que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo del MSC de UCB, en el que se introduce un virus oncolitico en el MSC de UCB, en el
que el virus oncolitico se selecciona de herpesvirus simple y reovirus de tipo 3;

[38] una composicion para uso en el diagnostico de una enfermedad que aparece en un sitio que incluye una célula
0 en la monitorizacion de la progresion del tratamiento de la enfermedad, en la que la composicién incluye un MSC
de UCB, en el que la célula expresa IL-8 0 GRO-a € induce un tropismo del MSC de UCB;

[39] una composicion para uso en el diagnostico de una enfermedad que aparece en un sitio que incluye una célula
0 en la monitorizacion de la progresion del tratamiento de la enfermedad, en la que la composicién incluye un MSC
de UCB, en el que la célula expresa IL-8 0 GRO-a e induce un tropismo del MSC de UCB, en el que el MSC de UCB
esta marcado con un marcador detectable; y

[40] una composicion para uso en el diagnostico de una enfermedad que aparece en un sitio que incluye una célula
0 en la monitorizacion de la progresion del tratamiento de la enfermedad, en la que la composicién incluye un MSC
de UCB, en el que la célula expresa IL-8 0 GRO-a e induce un tropismo del MSC de UCB, en el que el MSC de UCB
esta marcado con un marcador detectable, en el que el marcador detectable se selecciona de un detector
fluorescente basado en enzima que contiene luciferasa y nanoparticulas magnéticas derivadas del péptido Tat.

De aqui en adelante, se describird con detalle la presente invencion.

En la presente memoria descriptiva, el término “sangre umbilical” hace referencia a sangre recogida de la vena
umbilical que conecta la placenta con el feto en todos los mamiferos, incluyendo los seres humanos.

En la presente memoria descriptiva, el término “citoblasto mesenquimatoso derivado de sangre del corddén umbilical
(MSC de UCB)” hace referencia a un MSC que se aisla de sangre umbilical de mamiferos, preferiblemente seres
humanos, y se cultiva.

En la presente memoria descriptiva, el término “tratamiento” hace referencia a: prevenir el desarrollo de una
enfermedad o trastorno en un animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente seres humanos, que
todavia no se han diagnosticado con, pero son susceptibles de, la enfermedad; detener la progresién de la
enfermedad y aliviar la enfermedad.

En la presente memoria descriptiva, el término “tumor cerebral” hace referencia a un tumor maligno o benigno
desarrollado en el cerebro y la médula espinal y a todo tipo de tumores desarrollados en un neurogliocito o no en
neurogliocito. A este respecto, el tumor cerebral puede ser un tumor cerebral primario o un tumor cerebral
secundario.

Por su parte, los términos que no se definen en la presente memoria descriptiva pueden tener los significados que
se definen convencionalmente en la materia.

Para aislar monocitos, que incluyen MSC de UCB, puede usarse cualquier procedimiento conocido tal como el
procedimiento dado a conocer en la patente coreana registrada n® 489248, presentada y registrada por el solicitante
de la presente solicitud. Por ejemplo, el procedimiento de aislamiento puede ser un procedimiento de gradiente de
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densidad de Ficoll-Hypaque, pero no esta limitado al mismo. Especificamente, se centrifuga la UCB recogida de una
vena umbilical después del parto y antes de separarse la placenta con un gradiente de Ficoll-Hypaque obteniéndose
monocitos, y se lavan entonces los monocitos varias veces para retirar las impurezas de los mismos. Los monocitos
resultantes pueden usarse directamente para el aislamiento o cultivo de MSC, o crioconservarse durante un largo
periodo de tiempo.

Puede aislarse un MSC de UCB y cultivarse usando cualquier procedimiento conocido (véanse Pittinger MF et al.
Science, 284: 143-7,1999 y Lazarus HM et al. Bone Marrow Transplant, 16: 557-64, 1995), tal como el procedimiento
descrito en la patente coreana publicada n® 2003-0069115.

En primer lugar, se centrifuga la UCB aislada, por ejemplo, con un gradiente de Ficoll-Hypaque para separar los
monocitos, incluyendo células hematopoyéticas y MSC, y se lavan entonces los monocitos varias veces para retirar
las impurezas de los mismos. Se siembran entonces los monocitos a una concentracién apropiada en una placa de
cultivo para hacer crecer células en forma de una monocapa. Se identificaron estas células con un microscopio de
contraste de fases. En la imagen microscépica de contraste de fases, las colonias de células que tienen una forma
de huso homogénea son MSC. Se subcultivan y multiplican entonces las células, después de cultivadas y crecidas,
hasta que el nimero de células alcanza el nimero deseado.

Los MSC de UCB incluidos en la composicion segun la presente invencion pueden crioconservarse usando
procedimientos conocidos (véase Campos et al., Cryobiology 35: 921-924, 1995). Un medio para el proceso de
crioconservacién puede incluir 10-20% de suero bovino fetal (FBS) y 10% de dimetilsulféxido (DMSO). Se
suspenden las células en el medio hasta que la concentracion de células es de aproximadamente 1 x 10°a 5 x 10°
células por 1 ml de medio.

Se divide la suspension celular, se carga cada parte en una ampolla de vidrio o pléastico para crioconservacion y se
sella entonces la muestra y se carga en un congelador programado de temperatura controlada. Las células pueden
congelarse usando un programa de congelacién que proporciona un cambio de temperatura de -1°C/min, de modo
que pueda reducirse el dafo a las células cuando se descongelan las células congeladas. Cuando la temperatura de
la muestra alcanza -90°C o menos, se pasa la muestra a un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido que
tiene una temperatura de -150°C o menos.

Cuando se descongelan las células congeladas, se pasa rapidamente la muestra del tanque de almacenamiento de
nitrégeno liquido a un bafo de agua que tiene una temperatura controlada de 37°C. Se pasa inmediatamente el
contenido descongelado en la ampolla a una placa de cultivo que contiene un medio de cultivo en condiciones
estabilizadas.

Segun la presente invencién, un medio de cultivo para aislar y cultivar un MSC puede ser un medio de cultivo celular
que contiene de 10 a 30% de FBS. El medio de cultivo celular puede ser cualquier medio de cultivo celular que se
use convencionalmente en la materia. Los ejemplos de medio de cultivo celular incluyen un medio DMEM, un medio
MEM, un medio a-MEM, un medio McCoys 5A, un medio basal Eagle, un medio CMRL, un medio necesario minimo
de Glasgow, un medio F-12 (de Ham), un medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM), un medio L-15 (de
Liebovitz) y un medio RPMI 1640. Por ejemplo, el medio de cultivo celular puede ser el medio DMEM. Durante el
cultivo, las células pueden suspenderse de modo que la concentracion de células sea de aproximadamente 5 x 10° a
2 x 10* células por 1 ml de medio.

El medio de cultivo celular puede incluir ademas también uno o mas aditivos, si se requieren. Los aditivos pueden
incluir al menos un material seleccionado del grupo consistente en: un suero fetal de ternero, caballo o ser humano;
una penicilina G para prevenir la contaminacién por microorganismos; antibidticos tales como sulfato de
estreptomicina o gentamicina; agentes antifingicos tales como anfotericina B o nistatina y mezclas de al menos dos
materiales seleccionados de los anteriores.

Segun la presente invencién, los MSC de UCB pueden genomanipularse de modo que transfieran un farmaco
terapéutico para inhibir sustancialmente el crecimiento de células tumorales cerebrales. También segun la presente
invencion, los MSC de UCB pueden genomanipularse de modo que transfieran un gen terapéutico o producto del
mismo a células que secretan IL-8 0 GRO-a. A este respecto, el término “inhibir” hace referencia a inhibir la
proliferacién y crecimiento celulares, ademas de a necrosis y apoptosis. El gen terapéutico puede ser, por ejemplo,
un gen antitumoral, un gen de una enzima conversora de profarmaco en farmaco, un ARN anticodificante o ARNip
de un gen relacionado con un tumor o un virus oncolitico (véase Yip S et al., The Cancer J. 259(3), 189-204, 2003).
El gen antitumoral puede ser un gen supresor tumoral, un gen de factor inductor de la apoptosis, un gen regulador
del ciclo celular o un gen inhibidor de la angiogénesis. Especificamente, el gen supresor tumoral puede
seleccionarse del grupo consistente en un gen de homélogo de fosfatasa y tensina (PTEN), un gen de maspina, un
gen de RUNXS, un gen de caveolina 1, un gen de nm23, un gen de proteina Rb, un gen de Brush-1, un gen de
inhibidor del crecimiento tumoral (ING-4), un gen de survivina, un gen de proteina inhibidora de la apoptosis ligada al
cromosoma X (XIAP), un gen de proteina inhibidora de la apoptosis neural (NAIP) y genes de proteinas reguladoras
de estos genes. El gen supresor tumoral no esta limitado a los genes descritos anteriormente. El gen de factor
inductor de la apoptosis puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de citocina, un gen de interleucina, un
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gen de factor de necrosis tumoral (TNF), un gen de interferén (INF-a, INF-B, INF-y), un gen de factor estimulante de
colonias (CSF), un gen de p53, un gen de Apaf-1, un gen de TRAIL, un gen de caspasa, un gen de Bax, un gen de
Bad, un gen de FADD, un gen de JNK, un gen de cinasa p38 y genes de proteinas reguladoras de estos genes. El
gen de factor inductor de la apoptosis no esta limitado a los genes descritos anteriormente. El gen regulador del ciclo
celular puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de cdc2, un gen de ciclina (ciclina A, ciclina D, ciclina
E), un gen de cdc25C, un gen de p21WAF, un gen de p16INK4, un gen de CDK (CDK1, CDK2, CDK4, CDK®6), un
gen de proteina Rb o un gen de E2F. El gen regulador del ciclo celular no estd limitado a los genes descritos
anteriormente. El gen inhibidor de la angiogénesis puede seleccionarse del grupo consistente en un gen de
trombospondina 1, un gen de endostatina, un gen de tumstatina, un gen de canstatina, un gen de vastatina, un gen
de restina, un gen de inhibidor del crecimiento endotelial vascular, un gen de maspina, un gen de angiopoyetinas, un
gen de un fragmento de prolactina de 16 kDa y un gen de endorepelina. El gen inhibidor de la angiogénesis no esta
limitado a los genes descritos anteriormente. El gen de enzima conversora de profarmaco en farmaco puede ser
citosina desaminasa que convierte 5-FC en 5FU, que es un farmaco anticanceroso, o el gen CYP2B1, que participa
en la bioactivacién de ciclofosfamida e ifosfamida que son farmacos anticancerosos, en los que 5-FC es un
profarmaco de 5-FU. El gen de enzima conversora de profarmaco en farmaco no esta limitado a estos materiales
descritos anteriormente. El ARN anticodificante o ARNip de un gen relacionado con un tumor puede ser, pero sin
limitacion, un ARN anticodificante o ARNip de un gen de la familia Ras, un gen de c-myc, un gen de abl, un gen de
erbB-1, un gen de EGF-R, un gen de Bax, un gen de la proteina de interaccién con Apaf-1 (APIP), un gen de la
proteina 1 secretada inducida por Wnt-1 (WISP-1), un gen de Wnt, un gen de Raf-1, un gen de Src, un gen de Akt,
un gen de Erk-1,2 y un gen de BclL-2.

El virus oncolitico que puede portarse por MSC de UCB puede ser un herpesvirus simple o un reovirus de tipo 3,
pero no esta limitado a los mismos.

Los MSC de UCB en los que se introduce un gen deseado en estado expresable pueden fabricarse apropiadamente
usando técnicas que son conocidas en la materia. Por ejemplo, se prepara un vector que incluye el gen para
introducir (véase Dehari H et al., Cancer Gene Thet., 10, 75-85, 2003; W007/037653) y se transduce entonces el
vector ex vivo en MSC de cultivo primario. A este respecto, los ejemplos de vector incluyen vector adenovirico,
vector retrovirico, vector virico adenorelacionado, vector herpesvirico simple, vector de SV40, vector poliomavirico,
vector papilomavirico, vector picarnovirico, vector de virus Vaccinia vector lentivirico. Por ejemplo, puede usarse un
procedimiento desarrollado por Tsuda H et al. (Mol. Ther. 2003, 7, 354-365). Especificamente, un dia antes de
infectarse con un gen adenovirico, pueden inocularse MSC (5 x 10° células) en una placa de cultivo. Se incuban
entonces a 37°C en una incubadora a 5% de CO: durante 1 hora los MSC y una solucién que incluye un vector
adenovirico en que se introduce el gen adenovirico, de modo que los MSC se infecten con el gen adenovirico. Se
lavan entonces los MSC infectados con una soluciéon tamponadora de &cido fosforico y se aplica entonces un medio
convencional a la misma. Como alternativa, sin usar un vector virico, puede introducirse un gen deseado en MSC de
UCB usando ADN desnudo y cualquier procedimiento seleccionado del procedimiento de fosfato de calcio, el
procedimiento de liposoma catiénico y el procedimiento de electroporacién. Como alternativa, puede introducirse una
gen de proteina de fusiéon del dominio de transduccion de proteina (PTO) y una proteina antitumoral en MSC de
UCB usando el vector que incluye el gen de proteina de fusion (véase Wu SP et al. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 346(1), 1-6, 2006).

Los vectores pueden incluir ademas un gen marcador para un examen cronolégico adicional. EI gen marcador puede
ser, por ejemplo, un gen que codifica una proteina cromogénica o fluorescente, tal como lacZ o la proteina
fluorescente verde (GFP), pero no esta limitado a las mismas (véase Yip S et al., The Cancer J. 9(3), 189-204,
2003).

Los tumores cerebrales que pueden diagnosticarse, prevenirse y tratarse usando la composicion farmacéutica segin
la presente invencién pueden ser tumores cerebrales primarios o tumores cerebrales secundarios. Los ejemplos de
tumores cerebrales que pueden diagnosticarse, prevenirse y tratarse usando la composicién segun la invencion
incluyen astrocitoma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma de baja malignidad, astrocitoma anaplasico, glioblastoma
multiforme, glioma troncoencefdlico, ependimoma, subependimoma, ganglioneuroma, glioma mixto,
oligodendroglioma, glioma de nervio Optico, neurinoma del estatoacustico, cordoma, linfoma del SNC,
craniofaringioma, hemangioblastoma, meduloblastoma, meningioma, tumores pineales, tumores pituitarios, tumores
neuroectodérmicos primitivos, tumores rabdoides, schwannoma, quistes, neurofibromatosis, seudotumor cerebral y
esclerosis tuberosa. Sin embargo, los tumores cerebrales que pueden diagnosticarse, prevenirse y tratarse usando
la composicion segln la presente invencién no estan limitados a estos tumores descritos anteriormente.

La composicién farmacéutica segun la presente invencion puede administrarse junto con cualquier farmaco
anticanceroso.

Puesto que los MSC de UCB no expresan HLA-DR (complejo principal de histocompatibilidad de clase 1), que es la
causa principal de rechazo inmunoldgico cuando se transplanta un tejido u érgano (véanse Le Blanc, KC, Exp.
Hematol., 31: 890-896, 2003 y Tse WT et al., Transplantation, 75: 389-397, 2003), no aparecen o pueden
minimizarse reacciones inmunolégicas tales como el rechazo, que son problemas importantes en los transplantes.
Por consiguiente, los MSC de UCB incluidos en la composicién farmacéutica seguin la presente invencién pueden
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recogerse, ademas de UCB derivada del paciente, de UCB derivada de otro sujeto. Segun la presente invencion, los
MSC de UCB pueden usarse después de crioconservarse.

La composicion que contiene MSC de UCB para terapia génica o para prevenir o tratar enfermedades segun la
presente invencion puede incluir ademas aditivos farmacéuticamente aceptables, ademas del componente eficaz. La
composicién farmacéutica que contiene MSC de UCB puede conformarse en una formulacién adecuada, que puede
administrarse a un cuerpo. La formulacion adecuada puede ser una formulacién de administracion no oral, tal como
una formulacién inyectable o una formulacion administrable por via local. Por ejemplo, una solucién o suspension
esterilizada que incluye agua o un disolvente farmacéuticamente aceptable puede administrarse por via no oral en
forma inyectable. Especificamente, el agua o disolvente farmacéuticamente aceptable se combina apropiadamente
con un portador o medio farmacéuticamente aceptable, formando asi una formulacion inyectable en una dosificacién
unitaria convencionalmente aceptable. Los ejemplos de portador o medio farmacéuticamente aceptable pueden
incluir agua estéril, solucion salina, aceites vegetales, emulsionante, suspensién, tensioactivo, estabilizante,
excipiente, vehiculo, sustancia antiséptica, aglutinante, etc.

La formulacion inyectable descrita anteriormente puede administrarse por via no oral, especificamente administrarse
directamente al sitio de enfermedad, usando un procedimiento convencional. Como alternativa, la formulacion
inyectable descrita anteriormente puede administrarse mediante fluido cerebroespinal, una vena o una arteria que
suministre sangre al sitio de enfermedad, preferiblemente administrarse directamente a las zonas cercanas al sitio
de enfermedad en el cerebro o la médula espinal o zonas contiguas al mismo. Por ejemplo, la formulacion inyectable
descrita puede administrarse usando un procedimiento clinico desarrollado por Douglas Kondziolka en Pittsburgh en
1998. Es decir, se perfora el craneo de un sujeto para administrar a un didmetro de aproximadamente 1 cm, el
tamafo de un guisante, y se inyecta entonces en el mismo una solucién de MSC mezclados con solucién salina
equilibrada de Hank (HBSS). A este respecto, se efectia la inyeccion de la solucién de MSC usando un inyector que
incluye una aguja larga y un marco estereotactico para inyectar exactamente la solucion de MSC en el cerebro.

La dosis diaria de MSC de UCB puede ser de 1 x 10* a 1 x 10’ células/kg de peso corporal, preferiblemente de 5 x
10°a 5 x 10° células/kg de peso corporal. La dosis diaria puede administrarse de una vez o dividirse para varios
tratamientos. Sin embargo, segun la presente invencion, la dosis de administracion de MSC de UCB puede variar
segun los tipos de enfermedad para tratar, la gravedad de la enfermedad para tratar, las vias de administracion y el
peso, edad y género del paciente. Por consiguiente, la dosis de administracion descrita anteriormente no limita el
alcance de la presente invencion.

La presente invencién da a conocer también un procedimiento de tratamiento de una enfermedad relacionada con
una célula que produce IL-8 o0 GRO-a e induce el tropismo de MSC de UCB, o de un tumor cerebral, en el que el
procedimiento incluye administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica segun la
presente invencion a un paciente. En este sentido, los MSC de UCB incluidos en la composicion farmacéutica
pueden recogerse de UCB del paciente mismo o de otros seres humanos o animales usados con fines médicos. En
este sentido, los MSC de UCB pueden usarse después de crioconservacion. Dicho procedimiento que usa MSC de
UCB no esta limitado a seres humanos, y puede aplicarse a otros mamiferos.

La presente invencién da a conocer también un procedimiento de diagndstico de una enfermedad relacionada con
una célula que produce IL-8 0 GRO-a e induce el tropismo de MSC de UCB, o de un tumor cerebral, y un kit usado
para efectuar el procedimiento, en el que el procedimiento usa MSC de UCB. En este procedimiento, los MSC de
UCB pueden marcarse con un marcador detectable. Los MSC de UCB marcados con el marcador detectable pueden
visualizarse mediante una técnica del estado de la técnica, y pueden rastrearse instantaneamente en un animal vivo.
El marcador detectable puede ser un detector fluorescente basado en enzima que contiene luciferasa o
nanoparticulas magnéticas derivadas de péptido Tat (Yip S et al., The Cancer J. 9(3), 189-204, 2003). Si se usa un
citoblasto que expresa luciferasa, el citoblasto administrado que migra al sitio de enfermedad puede rastrearse
identificando la bioluminiscencia instantdneamente y, por tanto, pueden diagnosticarse las enfermedades e
identificarse el sitio de enfermedad (véase Weissleder R et al., Nat Med. 9, 123-128, 2003). Las nanoparticulas
magnéticas derivadas del péptido Tat se conectan con MSC de UCB usando un procedimiento desarrollado por
Lewin et al., (véase Nat. Biotech. 18, 410-414, 2000) y se administran entonces in vivo. Los MSC de UCB
administrados pueden rastrearse mediante la formacién de imagenes por resonancia magnética (MRI). Por
consiguiente, los MSC de UCB marcados con un marcador pueden administrarse in vivo y entonces, identificando la
localizacién donde se retinen los MSC de UCB, pueden identificarse el tumor y el sitio tumoral. Ademas, los MSC de
UCB marcados con el marcador pueden administrarse durante el tratamiento del tumor cerebral o después del
tratamiento del tumor cerebral para identificar la localizacién y el tamafio de la distribucién de los MSC de UCB
administrados. Es decir, puede monitorizarse también la progresién del tratamiento del tumor cerebral. Por
consiguiente, la presente invenciéon da a conocer también un procedimiento de monitorizaciéon de la progresion del
tratamiento del tumor cerebral y un kit usado para efectuar el procedimiento, en el que el procedimiento usa MSC de
UCB. El procedimiento de monitorizacion y el kit usados para efectuar el procedimiento pueden aplicarse también a
una enfermedad relacionada con una célula que produce IL-8 0 GRO-a e induce el tropismo de MSC de UCB.

La presente invencion se describirda con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos son
solo con fines ilustrativos.
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Ejemplos

Se adquirieron las lineas celulares U-87 MG, A549, KATO IIl, PLC/PRF5, LN18, U138 y U251 en la American Type
Culture Collection (ATCC) y se usaron en los presentes experimentos. Se cultivaron las células A549, KATO Il y
PLC/PRF5 en RPMI que contenia 10-20% (v/v) de FBS (HyClone, Logan, UT, EE.UU.) y gentamicina al 37°C en una
incubadora con 5% de CO,. Se cultivaron las células U-87 MG, LN18, U138 y U251 en medio esencial minimo de
Eagle (MEM) que contenia 10-20% (v/v) de FBS. Se adquirieron los citoblastos mesenquimatosos derivados de
médula ésea (MSC de BM) en LONZA. Los MSC de BM y MSC de UCB establecidos se cultivaron en medios o-
MEM que contenian 10-20% de FBS.

<Ejemplo 1> Preparacién de citoblastos mesenquimatosos derivados de sangre del cordén umbilical (MSC de UCB)

Se recolectaron muestras de UCB de la vena umbilical de partos, con consentimiento informado materno.
Especificamente, se inserté una aguja de calibre 16 de una bolsa de recogida de UCB que contenia 44 ml de
anticoagulante CPDA-1 (Greencross Co., Yongin, Kyungki-do, Corea) en la vena umbilical y se recolecté la UCB por
gravedad. En todos los casos, se procesaron las recolecciones de UCB al cabo de 48 horas de la recogida, con una
viabilidad del 90% o mas.

<Ejemplo 2> Aislamiento y propagaciéon de MSC de UCB

Se centrifugaron los MSC de UCB preparados segun el ejemplo 1 con un gradiente de Ficoll-Hypaque (producido
por Sigma Co., densidad: 1,077 g/ml) y se lavaron entonces varias veces para retirar impurezas. Se afiadié un medio
basico que contenia de 10 a 20% de FBS (HyClone Co.) (a-MEM, Gibco BRL Co.) al producto resultante para
suspender los MSC de UCB. Se repartieron los MSC de UCB a una concentracién adecuada en cada uno de los
medios basicos que contienen de 10 a 20% de FBS y se cultivaron entonces a 37°C en una incubadora con 5% de
CO,, cambiandose el medio dos veces por semana (figura 1). Cuando las células cultivadas formaron una
monocapa, se identificaron los MSC propagados en forma de huso con un microscopio de contraste de fases. Se
efectu6 repetidamente entonces el subcultivo hasta que los MSC se propagaron suficientemente.

<Ejemplo 3> Preparacién de MSC de UCB marcados con PKH-26

Se tifieron con PKH-26 (Sigma Co.) MSC de UCB cultivados segun el ejemplo 2 usando un procedimiento dado a
conocer en una referencia [Barreda DA et al., Developmental and Comparative Immunology, 24: 395-406, 2000]. En
primer lugar, se separaron los MSC de UCB de la placa de cultivo celular usando tripsina, y entonces, se lavaron 2 x
10" células con un medio exento de FBS. Se recogieron las células lavadas usando una centrifuga y se
suspendieron entonces en 1 ml de diluyente C en un kit proporcionado por el fabricante. Se mezcl6é entonces la
solucion de suspension celular resultante (2x) con 1 ml de solucién de tinte fluorescente PKH (2x) y se hizo
reaccionar entonces la mezcla a 25°C durante 5 minutos. Para terminar la reaccion de marcaje, se afiadié un medio
que contenia un volumen igual de suero fetal bovino (FBS) al producto de reaccion y se dejé reposar entonces
durante 1 minuto. Se recolectaron las células marcadas con PKH26 mediante centrifugacién y se lavaron entonces
con un medio que contenia de 10 a 20% de FBS tres veces y se usaron en los experimentos.

<Ejemplo 4> Cultivo conjunto de MSC vy otras lineas celulares en una camara Transwell

Se tifieron con PKH-26 (producido por Sigma) MSC de UCB humana (MSC de UCBh). Se cultivaron conjuntamente
los MSC de UCBh tefidos y otras lineas celulares tumorales en condiciones de cultivo en una camara Transwell
(FALCON) (MSC: lineas celulares cancerosas= 1:5). Para el grupo de control, se cultivaron MSC exentos de lineas
celulares cancerosas en las mismas condiciones que se describen anteriormente. La camara Transwell usada en el
cultivo conjunto, como se ilustra en la figura 2, incluia un compartimento inferior y un compartimento superior,
estando separado el compartimento inferior del compartimento superior por una membrana microporosa (8 um de
tamario). En el compartimento superior, se cultivaron MSC de UCBh marcados con PKH26 y en el compartimento
inferior se cultivaron cada una de la linea celular tumoral de cerebro humano U87-MG, la linea celular de cancer
rectal humano LS174-T, NC-37 de linfocitos B humanos y NIH3T3 de fibroblasto de ratén. Después de cultivar
conjuntamente durante un dia, dos dias y tres dias cada uno, se identificé la migracion de MSC de UCB marcados
con PKH26 usando un microscopio de contraste de fases (x100) y se contaron los MSC de UCB marcados con
PKH26 (figura 3). Se efectud el mismo experimento usando KATO Ill, A549, PLC/PRF5, LN18, U138 y U251, que
son lineas tumorales celulares, y se identificé la migracion de MSC de UCB marcados con PKH26. Se efectu6 el
mismo experimento en condiciones en que el medio acondicionado con células U-87 MG se disponia en el
compartimento inferior (figura 4).

Es decir, se cultivaron conjuntamente MSC de UCB marcados con PKH26 con diversas lineas celulares tumorales
en una camara Transwell y se contaron entonces los citoblastos mesenquimatosos marcados con PKH que han
migrado al compartimento inferior. Como resultado, los MSC de UCB tenian un fuerte tropismo por U87-MG, LN18,
U138 y U251, que son lineas celulares de tumor cerebral, y un débil tropismo por otras células tumorales (figura 3 y
4). En B de la figura 3, la imagen izquierda muestra el caso del grupo de control en que se anadié medio exento de
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linea celular humana en lugar de células tumorales, y la imagen derecha muestra el caso en que se cultivaron
conjuntamente MSC de UCB con células U87-MG. Con respecto a la figura 3, se identificd la migracion de muchos
MSC de UCB marcados con PKH26. Cuando se usé medio exento de linea celular humana en lugar de células
tumorales y se cultivd, la migracion de MSC de UCB marcados con PKH26 era insignificante (véase la imagen
izquierda de B de la figura 3). Sin embargo, los MSC de UCB marcados con PKH26 tenian tropismo por medio
acondicionado que no contenia células U-87 MG pero en que se habian cultivado células U-87 MG (véase D de la
figura 4). Dichos resultados muestran que el medio acondicionado contenia factores solubles que funcionaban
atrayendo los MSC de UCB hacia las células U-87 MG.

<Ejemplo 5 > Comparacién del tropismo de MSC de BM por U87-MG vy el tropismo de MSC de UCB por U87-MG

Se comparo6 el tropismo de MSC de BM por U87-MG con el tropismo de MSC de UCB por U87-MG usando una
camara Transwell. Se dispusieron las células o medio cancerosos U87-MG en el compartimento inferior, y se
dispusieron cada uno de MSC de BM y MSC de UCB en el compartimento superior. En todos los casos, se efectué
el cultivo durante 2 dias. Como resultado, se encontré que los MSC de UCB tenian un tropismo mayor por U87-MG
que los MSC de BM (figura 5).

<Ejemplo 6> Comparacién de las migraciones de MSC

Se cultivaron conjuntamente en una camara Transwell MSC de UCB donados de cuatro donantes en el
compartimento superior y cada una de A549, que es célula de cancer de pulmén, Hela, que es célula de cancer
cervicouterino, y U87-MG, que es célula de glioma-cancer cerebral en el compartimento inferior. Se compararon
entonces los indices quimiotacticos de los MSC de UCB en cada caso (figura 6).

Se adquirieron las células A549, HeLa y U87-MG en la American Type Culture Collection (ATCC). Se cultivaron cada
una de las células A549 y U87 MG en RPMI1640 que contenia suero bovino al 10-20%, y se cultivaron las HelLa en
DMEM. En cada caso, se calculé el indice quimiotactico dividiendo el numero de MSC de UCB migrados hacia U87
MG entre el nimero de MSC de UCB migrados en el experimento de control. Se analizé el tropismo de MSC de UCB
por estas células cancerosas. Como resultado, se encontré que los MSC de UCB tenian un tropismo mayor por U87
MG que una linea celular de tumor cerebral.

<Ejemplo 7> Matriz de citocinas

Se cultivaron conjuntamente MSC y cada uno de los tres tipos de células humanas, incluyendo células tumorales
U87-MG, y se recolect6 el medio cultivado. Se examiné el perfil de citocinas del medio cultivado usando una matriz
de anticuerpos de citocinas.

Se extrajo una pelicula en la que estaban enlazados anticuerpos de diversas citocinas de un kit de matriz de
citocinas adquirido en R&D System Co., y se hizo reaccionar con una solucion de bloqueo durante 1 hora.
Separadamente, se ajustaron a 1,5 ml o menos las cantidades de los medios preparados mediante cultivo conjunto
de MSC de UCB y cada uno de los tres tipos de células humanas, incluyendo células tumorales U87-MG, y se
mezclé cada medio con los anticuerpos mixtos de citocinas contenidos en el kit, y se indujo una reaccién de
antigeno-anticuerpo durante 1 hora. Se hizo reaccionar el medio en que se combinaron los anticuerpos de citocina
suministrados con citocinas secretadas con la pelicula, que se sometié a bloqued a 4°C durante 12 horas. Después
de la reaccion, se dispuso la pelicula en una solucion de lavado, se lavo y se sec6 entonces con agua destilada tres
veces. Se seco entonces la pelicula a temperatura ambiente. Después de repetir los procesos de lavado y secado
dos o tres veces, se hizo reaccionar la pelicula con una solucién que contenia estreptavidina-HRP durante 30
minutos. Se lavd entonces la pelicula con una solucién de lavado tres veces, se hizo reaccionar con un agente
cromatico y se expuso entonces a una pelicula de rayos X en sala oscura.

Las U87-MG inductoras de un alto tropismo de MSC de UCB secretaron oncogén relacionado con el crecimiento
(GRO-a), IL-8, MCP-1, G-CSF, GM-DSF, IL-6, IL-1B, un factor inhibidor de la migracion (MIF) y serpina E1.
Especificamente, las cantidades de GRO-a e IL-8 eran mayores que las de MCP-1, G-CSF, GM-DSF, IL-6, IL-18, un
MIF y serpina E1.

La figura 7 muestra los resultados obtenidos analizando los lisados celulares y sobrenadantes de cultivo celular
mediante una matriz de citocinas. Se muestran en la figura 1 los resultados de la matriz e informacién sobre los
puntos cambiados en comparacién con el grupo de control. En la Tabla 1, las citocinas entre paréntesis son citocinas
que derivaban del cultivo conjunto con células tumorales. Es altamente probable que estas citocinas puedan inducir
el tropismo de MSC de UCB.

[Tabla 1]

Lisado celular Sobrenadantes

NC37 MIF+++ MIF+++
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sICAM-1++ Serpina E1+++
MIP-1a++ MIP-1a++
IL-16++ MIP-1b++
IL-6+
IL-8+
MIF+++ MIF+++
LS174T IL-1Tra++ Serpina E1+++
GRO-o+ IL-6+
IL-8+
SICAM-1+++ (GRO-0+++)
IL-6+++ IL-6+++
MIF+++ (IL-8+++)
Serpina E1+++ Serpina E1+++
usz IL-Tra++ (G-CSF++)
IL-8++ MIF++
G-CSF++ (MCP-1+)
IL-1a+
IL-1b+

Se prepararon medios acondicionados recolectados de cultivos de MSC de UCB solos, cultivos de células U-87 MG
solas y cultivo conjunto de ambas células. Se incubé cada medio acondicionado en una membrana de matriz y se
visualizd entonces mediante un reactivo ECL. Se compararon entonces los medios acondicionados visualizados
entre si (véase la figura 8). La figura 8A muestra los resultados del analisis de la matriz de anticuerpos de citocina
del medio preparado cultivando MSC de UCB solos y un medio de control. La figura 8B muestra los resultados del
andlisis de la matriz de anticuerpos de citocina del medio preparado cultivado U-87 MG solas y medio preparado
cultivando conjuntamente MSC de UCB y U-87 MG.

La figura 8C muestra los resultados identificados al aislar ARNm de MSC de UCB cultivados con y sin U-87 MG
(izquierda) o de U-87 MG cultivadas con y sin MSC de UCB (derecha). Se efectué una PCT-TI con cebadores
especificos de IL-8 y se us6 GAPDH como control. Cuando se midi6 el nivel de ARNm de IL-8 mediante PCR-TI, se
encontré que la U-87 MG expresa IL-8 en ambos casos en que la U-87 MG se cultivaba con y sin MSC de UCB.

<Ejemplo 8> Efecto de la citocina con respecto a la migracién de MSC de UCB

Se midi6 el efecto de IL-8, GRO-a, MCP-1 (RND Systems, MN, EE.UU.) con respecto a la migracion de MSC de
UCB usando el ensayo de migracion Transwell. Se dispusieron MSC de UCB marcados con PHK-26 en el
compartimento superior y no se dispuso ninguna célula en el compartimento inferior. Se cultivaron los MSC de UCB
en un medio exento de IL-8 0 en un medio que contenia diferentes concentraciones de IL-8 humana recombinante
durante 24 horas. Como resultado, puede observarse que los MSC de UCB migraban mas cuando se trataban con
IL-8 que cuando no se trataban con IL-8 (figura 9A).

El receptor de IL-8 en MSC de HCB puede bloquearse eficazmente por anticuerpos de receptor 1 de quimiocina
CXC (CXCR1) antihumanos. Después de la preincubaciéon de MSC de UCB con anticuerpos anti-CXCR1, se aplico
de nuevo IL-8 recombinante a MSC de UCB. Se redujo la migracién de MSC de UCB mediada por IL-8, de manera
dependiente de la dosis, por el tratamiento con anti-CXCR1 (figura 9B). El tratamiento con anti-CXCR2 mostré
también el mismo efecto.

De forma similar, el tratamiento con GRO-a potenciaba también la migracion de MSC de UCB cuando se comparaba
con células no tratadas (figura 9C). GRO-a pertenece también a la subfamilia de CC y puede interaccionar con el
receptor de CXCR2 [véase Wuyts A. et al. Eur. J. Biochem. 255, 67-73 (1998)].

En contraposicion, no se encontraron diferencias significativas en la migracion de MSC de UCB en cultivos tratados

con MCP-1 (figura 9D). Estos datos indican firmemente que IL-8 y GRO-a participan en la migracién de MSC de
UCB hacia células U-87 MG.
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<Ejemplo 9> Los MSC de UCB migran hacia células A549 que sobreexpresan IL-8

Se identifico la relacion entre la concentracion de IL-8 secretada de varias células cancerosas y la migracién de MSC
de UCB hacia cada célula cancerosa. La figura 10A muestra resultados de ELISA que indican las concentraciones
de IL-8 secretada en medios en que se cultivaron células U87 MG (tumor cerebral), KATO Il (cancer gastrico), A549
(cancer de pulmén) y PLC/PRF5 (cancer hepatico). En este sentido, se midié la concentracion de IL-8 por 1 x 10°
células. Entre las lineas celulares cancerosas ensayadas, la U-87 MG mostraba la mayor produccion de IL-8. Este
dato sugeria que los MSC de UCB tenian una fuerte atraccion migratoria hacia las células productoras de IL-8.
Ademas, otras células de tumores cerebrales humanos, es decir, células LN18, U13B y U251, mostraban también un
nivel de concentracién similar de IL-8 que el de U-87 MG (véase la figura 10B). Por lo tanto, puede observarse que
los MSC de UCB tienen tropismo por IL-8 secretada por células tumorales cerebrales.

Para saber si la adicion de IL-8 a células que expresan un bajo nivel de IL-8 induce la migracién de MSC de UCB, se
sobreexpresé IL-8 en A549, que es una célula de cancer de pulmén humano. La figura 10C muestra los resultados
de migracion de MSC de UCB después de introducir el gen de IL-8 en células A549, que secretan un bajo nivel de
IL-8, usando un reactivo de lipofectamina, y se sobreexpres6 entonces IL-8. Con respecto a la figura 10C, migraban
mas MSC de UCB en células A549 que tuvieran IL-8 sobreexpresada que en células A549. Por consiguiente, puede
observarse que la IL-8 podia ser un inductor fuerte de la migracion de MSC de UCB. La figura 10D muestra la
concentracién de IL-8 secretada en un medio en condiciones C medido por ELISA.

<Ejemplo 10> Comparacién de la reaccién de MSC de BM y MSC de UCB con respecto a IL-8

Puesto que es conocido que los MSC de BM migran hacia células U-87 MG in vitro e in vivo, se compararon las
caracteristicas de migracion de MSC de BM y MSC de UCB con respecto a las células U-87 MG con aquellas con
respecto a IL-8 (figura 11). A de la figura 11 muestra las caracteristicas de tropismo de MSC de BM y MSC de UCB
que migraban hacia el compartimento inferior B, es decir, hacia U87 MG. B de la figura 11 muestra las
caracteristicas de tropismo de MSC de BM y MSC de UCB que migraban hacia el compartimento inferior B cuando
se tratan con IL-8 durante 14 horas. Con respecto a la figura 11, migraban mas MSC de UCB que MSC de BM. Por
lo tanto, puede observarse que los MSC de UCB correspondian fuertemente a IL-8 y migraban mas, pero los MSC
de BM correspondian de forma relativamente débil a IL-8.

<Ejemplo 11> Niveles de expresion de los receptores de IL-8 CXCR1 y CXCR2 en MSC de UCB

Se compararon los niveles de expresion de CXCR1 y CXCR2, que son receptores de IL-8, en MSC de UCB y MSC
de BM midiendo ARNm y proteina en cada uno de CXCR1 y CXCR2. La figura 12A muestra los resultados de una
PCR-TI que se efectud con cebadores de CXCR1 y CXCR2 después de aislar el ARNm de cada uno de CXCR1 y
CXCR2. Se incluyé GAPDH en cada muestra para valorar la cantidad de ARN aislado. La figura 12B muestra los
resultados de los niveles de expresién de CXCR1 y CXCR2 obtenidos midiendo cada intensidad de banda de ARNm
del gel obtenido en la figura 12A usando un densitometro (* y **, p<0.001; n=4). Como resultado del analisis de PCR-
Tl para todo el ARN aislado de MSC de UCB y MSC de BM, la densidad de banda del producto de PCR de CXCR1 y
CXCR2 era mayor en MSC de UCB que en MSC de BM. La Figura 12C muestra los resultados del analisis obtenidos
mediante inmunotincién de MSC de UCB y MSC de BM con anticuerpos anti-CXCR1 y CXCR2 para identificar los
niveles de expresién de CXCR1 y CXCR2 (x400). Con respecto a C de la figura 12, los MSC de UCB y MSC de BM
mostraron altos niveles de expresion de CXCR1 y CXCR2. Puesto que la IL-8 tiene una alta afinidad por CXCR1 y
CXCR2, la migracion aumentada de MSC de UCM hacia U-87 MG puede ser debida a una expresion regulada
positivamente de CXCR1 y CXCR2. La figura 12 D muestra los resultados del analisis obtenido mediante
inmunotincién de MSC de UCB y MSC de BM con un anticuerpo secundario solo sin anticuerpos anti-CXCR1 vy
CXCR2 para identificar la especificidad de antigeno de los anticuerpos anti-CXCR1 y CXCR2.

<Ejemplo 12> Introduccioén del gen en citoblasto mesenquimatoso de sangre del corddn umbilical

Como ejemplo de experimento en que se introduce un gen en MSC de UCB, se sobreexpresd una proteina
fluorescente verde (GFP) usando un procedimiento de electroporacién con un nucleofactor de MSC humano
producido por Amaxa Biosystem Co. y un procedimiento de electroporacion. Se cultivaron 4 x 10° células de MSC de
UCB durante dos dias, se dispusieron entonces en una mezcla de 5 mg de un gen que codificaba GFP y 100 ml de
un nucleofactor de MSC humano durante 15 minutos y se introdujo el gen en un electroporador. Se pasaron los MSC
de UCB resultantes a una placa y, después de 24 horas, se identificaron los niveles de expresion de GFP en un
microscopio fluorescente. La GFP podia identificarse en el citoplasma de cada MSC (véase la figura 13).

Para ensayar el tropismo de MSC de UCB en el que se introduce el gen que codifica GFP, se sobreexpresaron cada
uno del gen que codifica GFP y un gen vacio en MSC de UCB y se identificé entonces el tropismo de los MSC de
UCB resultantes por U-87 MG. Después de introducir el gen como se describe anteriormente, se dispusieron los
MSC de UCB que expresaban GFP en el compartimento superior de una camara Transwell, se dispusieron U-87 MG
en el compartimento inferior de la camara Transwell y se cultivaron conjuntamente entonces MSC de UCB que
expresaban GFP y U-87 MG durante 24 horas. Entre las células migradas hacia el compartimento inferior, se
identificaron células positivas de GFP. Como resultado, puede observarse que los MSC de UCB que sobreexpresan
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GFP debido a la introduccion de un gen de GFP tenian un fuerte tropismo por U87 MG (figura 14).
Descripcion de los dibujos
La figura 1 es una vista que ilustra el proceso de recogida de citoblastos mesenquimatosos (MSC).

La figura 2 es una vista esquematica de una camara Transwell que se usa para cultivar conjuntamente citoblastos
mesenquimatosos derivados de sangre del cordon umbilical (MSC de UCB) y diversas lineas celulares segun la
presente invencion.

La figura 3 es una grafica del nimero de MSC de UCB migrados hacia el compartimento inferior de una camara
Transwell cuando se cultivan conjuntamente MSC de UCB marcados con PKH en el compartimento superior de la
camara Transwell y cada una de células U87-MG, LS174-T, NC-37 y NIH3T3 dispuestas en el compartimento inferior
de la camara Transwell, en la que, en (A), la barra izquierda indica el caso en que el nimero de células de las lineas
celulares en el compartimento inferior de la camara Transwell es de 1 x 10° células y la barra derecha indica el caso
en que el nimero de células en el compartimento inferior de la camara Transwell es de 5 x 10° células, y en ambos
casos, el nimero de MSC de UCB es de 1 x 10° células; y en (B), la imagen microscopica fluorescente izquierda
muestra los MSC de UCB marcados con PKH26 migrados hacia el compartimento inferior de la camara Transwell
cuando se usa solo un medio exento de lineas celulares humanas (control), y la imagen microscopica fluorescente
derecha muestra los MSC de UCB marcados con PKH26 migrados hacia el compartimento inferior de la camara
Transwell cuando se cultivan conjuntamente MSC de UCB con células U87-MG.

La figura 4 es una gréfica del nimero de MSC de UCB migrados hacia el compartimento inferior de la camara
Transwell cuando se cultivan conjuntamente MSC de UCB marcados con PKH dispuestos en el compartimento
superior de la cadmara Transwell y cada una de las células U87-MG, KATO III, A549, PLC/PRF5, LN18, U138 y U251
dispuestas en el compartimento inferior de la camara Transwell (A y C), en la que (B) es una imagen microscépica
fluorescente de MSC de UCB marcados con PKH26 migrados hacia el compartimento inferior y (D) es una grafica
del nimero de MSC de UCB migrados cuando se cultivan conjuntamente MSC de UCB con células U-87 MG, o con
medios acondicionados con cultivo exento de células U87 MG, que se prepara cultivando células U87 MG en medios
y retirando entonces las células U87 MG de los medios.

La figura 5 es una grafica para comparar tropismos de MSC de BM y MSC de UCB por células U87 MG, en la que se
cultivan conjuntamente cada uno de MSC de UCB marcados con PKH y MSC de BM marcados con PKH dispuestos
en el compartimento superior de la cadmara Transwell, y se compara el nimero de MSC de UCB marcados con PKH
migrados hacia el compartimento inferior con el numero de MSC de BM marcados con PKH, en la que la barra
izquierda indica el caso en que no existen células U-87 MG y la barra derecha indica el caso en que existen células
U-87 MG (el nimero de células U-87 es de 5 x 10°, y en ambos casos, el nimero de MSC es de 1 x 10°).

La figura 6 es una gréfica de los indices quimiotacticos de MSC de UCB cuando se cultivan conjuntamente MSC de
UCB con lineas celulares cancerosas (células A549, HeLa y U-87 MG).

La figura 7 muestra los resultados obtenidos analizando los lisados celulares y los sobrenadantes de cultivo celular
mediante una matriz de citocinas después de cultivar conjuntamente cada una de las células NC37, LS174-T y U-87
MG con MSC de UCB.

La figura 8 muestra los resultados del analisis obtenido recolectando medios acondicionados en que se cultivaron
MSC de UCB solos, se cultivaron células U-87 MG solas y se cultivaron conjuntamente ambos de MSC de UCB y
células U-87 MG, incubando los medios acondicionados en membrana de matriz y visualizando entonces los
resultados incubados con reactivos ECL, en la que (A) muestra los resultados del andlisis de matriz de anticuerpos
de citocina de los medios acondicionados con MSC de UCB y medio de control, (B) muestra los resultados del
andlisis cuando se cultivan los medios acondicionados en que se usa U-87 MG solas y cuando se usan los medios
en que se cultivan conjuntamente MSC de UCB y U-87 MG, y (C) muestra los resultados del aislamiento de ARNm
de MSC de UCB (izquierda) cultivados con o sin células U-87 MG o MSC de UCB, y de células U-87 MG cultivadas
con y sin MSC de UCB, en la que se efectia una PCR-TI con cebadores especificos de IL-8 y se usa GAPDH como
grupo de control.

La figura 9 es una grafica para identificar el efecto de IL-8 y GRO-0,, entre las citocinas analizadas con referencia a
la figura 8, sobre la migracion de MSC, en la que (A) es una grafica de la migracion celular hacia el compartimento
inferior cuando se tratan los MSC con una proteina IL-8 recombinante a 0, 1, 10 y 100 ng durante 24 horas, (B) es
una grafica de la migracién celular hacia el compartimento inferior cuando se pretratan MSC de UCB con 0,02, 0,2 y
2 pg de un anticuerpo de receptor 1 de quimiocina CXC (CXCR1), que es conocido como receptor de IL-8 en
células, y se trata entonces con 50 ng de IL-8 para promover la migracién de MSC (*, p=0,007; **, p<0,001), (C) es
una gréfica de la migracién celular hacia el compartimento inferior cuando se tratan MSC de UCB con GRO-a (*,
p<0,005) y (D) es una gréfica de la migraciéon celular cuando se tratan MSC con proteina 1 quimioatractora de
monocitos (MCP-1).
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La figura 10 consiste en (A), (B), (C) y (D), en las que (A) y (B) son graficas de la cantidad de IL-8 secretada a los
medios de cultivo con células U-87 MG, KATO IIl, A549, PLC/PRF5, LN18, U138 y U251, medida por ELISA, (C) es
una grafica de la migracién celular cuando se introduce el gen de IL-8 en una célula A549, que secreta un bajo nivel
de IL-8, y se sobreexpresa, y (D) es una grafica de la cantidad de IL-8 secretada en los medios en las condiciones
de (C), medida por ELISA.

La figura 11 son gréficas para comparar los tropismos de MSC de UCB y MSC de BM por células U-87 MG, en las
que (A) es una gréfica para comparar el tropismo de MSC de UCB y MSC de BM pasados hacia el compartimento
inferior, con respecto a las células U-87 MG, y (B) es una gréafica para comparar el tropismo de MS de UCB y MSC
de BM cuando se tratan MSC de UCB y MSC de BM con IL-8 durante 14 horas.

La figura 12 muestra los resultados del andlisis para comparar los niveles de expresion de receptor 1 de quimiocina
CXC y receptor 2 de quimiocina CXC (CXCR1 y CXCR2), que son conocidos como receptores de IL-8, en MSC de
UCB y MSC de BM, midiendo ARNm y proteina, en las que (A) muestra los resultados del analisis cuando se separa
ARNm de cada uno de MSC de UCB y MSC de BM y se efectiia una PCR-TI con cebadores de CXCR1 y CXCR2 en
MSC de UCB y MSC de BM, en los que se cuantificé el ARN separado con referencia al GAPDH reaccionado con
cada muestra, (B) es una gréfica de los niveles de expresién de CXCR1 y CXCR2 midiendo la intensidad de banda
de ARNm de cada gel obtenido de (A) con un densitémetro (* y **, p<0,001; n=4), (C) muestra los resultados del
andlisis de los niveles de expresion de proteina de CXCR1 y CXCR2 en MSC de UCB y MSC de BM efectuando un
proceso de inmunotincién con anticuerpos anti-CXCR1 y anti-CXR2 (x400) y (D) muestra los resultados del analisis
obtenido por inmunotincion de MSC de UCB y MSC de BM con un anticuerpo secundario solo en lugar de
anticuerpos anti-CXCR1 y anti-CXCR2 para identificar la especificidad de antigeno de los anticuerpos anti-CXCR1 y
anti-CXCRa2.

La figura 13 es una imagen microscopica fluorescente de MSC de UCB en que se introducen un gen que codifica
una proteina fluorescente verde (GFP) y se sobreexpresa.

La figura 14 muestra los resultados de un experimento en que se sobreexpresa cada uno del gen que codifica GFP y
un gen vacio en MSC de UCB. Dichos MSC de UCB se disponen en el compartimento superior de una camara
Transwell y las células U-87 MG se disponen en el compartimento inferior de la camara Transwell, se cultivan
conjuntamente durante 24 horas y se identifican entonces los MSC de UCB migrados hacia el compartimento
inferior.

La figura 15 muestra las secuencias cebadoras usadas en los ejemplos de la presente invencion.
Listado de secuencias

<110> MEDIPOST CO., LTD

<120> Composicién para el diagndéstico, prevenciéon o tratamiento de enfermedades relacionadas con células que
expresan IL-8 o GRO-a, que comprende MSC de UCB
<130> SR37139 (EP) /SG

<140> EP 08793529.2

<141> 27-08-2008

<150> KR 10-2007-0087228

<151> 29-08-2007

<150> US 60/972.966

<151> 17-09-2007

<150> KR 10-2008-0067247

<151> 10-07-2008

<150> US 61/089.733

<151> 18-08-2010

<160> 8

<170> PatentlIn version 3,5

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> desconocido

<220>

<223> Secuencia cebadora 1 para GAPDH

<400> 1

accacagtcc atgecatcac 20
<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> desconocido
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<220>

<223> Secuencia cebadora 2 para GAPDH
<400> 2

tocaccacce tgttactgta
<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> desconocido

<220>

<223> Secuencia cebadora 1 para IL-8
<400> 3

tcoctgattte tgeagetctg tg

<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213> desconocido
<220>
<223> Secuencia cebadora 2 para IL-8
<400> 4
tgettgaagt ttcactggea to
<210>5
<211>20
<212> ADN
<213> desconocido
<220>
<223> Secuencia cebadora 1 para CXCR1
<400> 5
gagooocgaa tetgacatta
<210>6
<211> 20
<212> ADN
<213> desconocido
<220>
<223> Secuencia cebadora 2 para CXCR1
<400> 6
geoagacactg caacacacct

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> desconocido

<220>

<223> Secuencia cebadora 1 para CXCR2
<400>7

attctgggea tecttcacag

<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> desconocido

<220>

<223> Secuencia cebadora 2 para CXCR2
<400> 8

tgcacttagyg caggaggtet
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para uso en la prevencién de tumores cerebrales, en la que la composicion
farmacéutica comprende citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre del corddén umbilical y/o citoblastos
mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos.

2. Una composicion de terapia génica para uso en la transferencia de un gen terapéutico o producto del mismo a
una célula, en la que la composicion de terapia génica comprende los citoblastos mesenquimatosos aislados de
sangre del cordén umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos
mesenquimatosos, en la que la célula expresa IL-8 o GRO-o e induce el tropismo de los citoblastos
mesenquimatosos aislados de sangre del corddn umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de
dichos citoblastos mesenquimatosos.

3. La composicion para uso segun la reivindicacién 1 o 2, en la que los citoblastos mesenquimatosos aislados de
sangre del cordéon umbilical y/o los citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos
mesenquimatosos funcionan como portadores para terapia génica para tratar tumores cerebrales.

4. La composicién para uso segun la reivindicacion 1 o 2, en la que se introduce un gen antitumoral en los
citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre del corddn umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados
a partir de dichos citoblastos mesenquimaticos.

5. La composicion para uso segun la reivindicacién 4, en la que el gen antitumoral se selecciona del grupo
consistente en:

- un gen supresor tumoral, preferiblemente seleccionado del grupo consistente en un gen de homélogo de fosfatasa
y tensina (PTEN), un gen de maspina, un gen de RUNX3, un gen de caveolina 1, un gen de nm23, un gen de
proteina Rb, un gen de Brush-1, un gen de inhibidor del crecimiento tumoral (ING-4), un gen de survivina, un gen de
proteina inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X (XIAP), un gen de proteina inhibidora de la apoptosis
neural (NAIP) y genes de proteinas relacionadas con la regulacion de dichos genes;

- un gen de factor inductor de apoptosis, preferiblemente seleccionado del grupo consistente en un gen de citocina,
un gen de interleucina, un gen de factor de necrosis tumoral (TNF), un gen de interferén (INF-o, INF-B, INF-y), un
gen de factor estimulante de colonias (CSF), un gen de p53, un gen de Apaf-1, un gen de TRAIL, un gen de
caspasa, un gen de Bax, un gen de Bad, un gen de FADD, un gen de JNK, un gen de cinasa p38 y genes de
proteinas relacionadas con la regulacién de dichos genes;

- un gen regulador del ciclo celular, preferiblemente seleccionado del grupo consistente en un gen de cdc2, un gen
de ciclina (ciclina A, ciclina D, ciclina E), un gen de cdc25C, un gen de p21WAF, un gen de p16INK4, un gen de CDK
(CDK1, CDK2, CDK4, CDK®), un gen de proteina Rb, un gen de E2F, un ARN anticodificante o ARNip del mismo y
genes de proteinas relacionadas con la regulacién de dichos genes; y

- un gen inhibidor de la angiogénesis, preferiblemente seleccionado del grupo consistente en un gen de
trombospondina 1, un gen de endostatina, un gen de tumstatina, un gen de canstatina, un gen de vastatina, un gen
de restina, un gen de inhibidor del crecimiento endotelial vascular, un gen de maspina, un gen de angiopoyetinas, un
gen de un fragmento de prolactina de 16 kDa y un gen de endorepelina.

6. La composicion para uso segun la reivindicacién 1 o 2, en la que se introduce un gen de enzima conversora de
profarmaco, preferiblemente seleccionado del gen de citosina desaminasa y el gen CYP2B1, en los citoblastos
mesenquimatosos aislados de sangre del cordén umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de
dichos citoblastos mesenquimatosos.

7. La composicion para uso segun la reivindicacion 1 o 2, en la que se introduce un ARN anticodificante o ARNip de
un gen relacionado con tumor cerebral en los citoblastos mesenquimaticos aislados de sangre del cordén umbilical
y/o los citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos.

8. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que el gen relacionado con tumor cerebral se selecciona
del grupo consistente en un gen de la familia Ras, un gen de c-myc, un gen de abl, un gen de erbB-1, un gen de
EGF-R, un gen de Bax, un gen de la proteina de interaccién con Apaf-1 (APIP), un gen de la proteina 1 secretada
inducida por Wnt-1 (WISP-1), un gen de Wnt, un gen de Raf-1, un gen de Src, un gen de Akt, un gen de Erk-1,2 y un
gen de BclL-2.

9. La composicion para uso segun la reivindicacion 1 o0 2, en la que se introduce un virus oncolitico, preferiblemente
seleccionado de herpesvirus simple y reovirus de tipo 3, en los citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre del
cordén umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos.

10. Una composicién para uso en el diagnéstico de tumor cerebral o la monitorizacion de la progresiéon del
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tratamiento de tumor cerebral, en la que la composicion incluye los citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre
del cordon umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos.

11. Un kit para uso en el tratamiento de tumor cerebral que comprende:

- un vector de expresion que tiene un gen de enzima conversora de profarmaco, preferiblemente seleccionado de un
gen de citosina desaminasa y un gen de CYP2B1;

- citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre del cordon umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos
propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos, preferiblemente transfectados con el vector de
expresion que tiene un gen de enzima conversora de profarmaco; y

- un profdrmaco de un farmaco anticanceroso.

12. La composicion o kit para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 11, en la que el tumor
cerebral se selecciona del grupo consistente en astrocitoma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma de baja malignidad,
astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, glioma troncoencefalico, ependimoma, subependimoma,
ganglioneuroma, glioma mixto, oligodendroglioma, glioma de nervio éptico, neurinoma del estatoacustico, cordoma,
linfoma del SNC, craniofaringioma, hemangioblastoma, meduloblastoma, meningioma, tumores pineales, tumores
pituitarios, tumores neuroectodérmicos primitivos, tumores rabdoides, schwannoma, quistes, neurofibromatosis,
seudotumor cerebral y esclerosis tuberosa.

13. Una composicion para uso en el diagnoéstico de una enfermedad que aparece en un sitio que comprende una
célula, o en la monitorizacion de la progresién del tratamiento de la enfermedad, en la que la composicién
comprende los citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre del cordon umbilical y/o citoblastos
mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos, en la que la célula expresa IL-8 o
GRO-a e induce el tropismo de los citoblastos mesenquimatosos aislados de sangre del cordéon umbilical y/o
citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos mesenquimatosos.

14. La composicion para uso segun la reivindicaciones 10 o 13, en la que los citoblastos mesenquimatosos aislados
de sangre del cordon umbilical y/o citoblastos mesenquimatosos propagados a partir de dichos citoblastos
mesenquimatosos estan marcados con un marcador detectable, estando preferiblemente seleccionado el marcador
detectable del grupo consistente en un detector fluorescente basado en enzima que contiene luciferasa y
nanoparticulas magnéticas derivadas del péptido Tat.

15. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, 13 y 14, en la que la célula que
expresa IL-8 o GRO-a se selecciona del grupo consistente en una célula de tumor cerebral, una célula de hepatoma
hepatico, una célula de cancer de colon y una célula de neoplasma de linfocitos B, por ejemplo, una célula de
leucemia linfoblastica aguda comun de linfocitos B, una célula de leucemia linfoblastica aguda crénica de linfocitos
B, una célula de linfoma de células del manto, una célula de linfoma de Burkitt y una célula de linfoma folicular.
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FIG. 19
Secuencia cebadora para genes diana

Tamario del

Gendiana Secuencia cebadora Temperatura de producto
. asociacién (°C) de PCR (pb)

GAPDH , STCCATGOCATCAC 3" 55 . 452

5" -TﬂCﬁGCAGC D .G’ITGGTG’I‘
IL-8 TG 55 300

5- TG@TGMGTTT@@GG&ATCG‘
CXCR1 5 - GAGCCCCGAATCTGACATTAS! 55 200
-5' GCAGACACTGCAACAGJRCCTJ

CXCR 2 55 202

5. TGC.P:CITAGGCAGGJ“.GGTCT 3
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