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Descripcion

Modelo de carcinogénesis por fusion de células madre

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el derecho de prioridad de la solicitud provisional U.S. n° 60/711,249, titulada "Stem
Cell Fusion Model of Carcinogensis", presentada el 25 de agosto de 2005, cuyo contenido completo se
incorpora aqui por referencia.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a un sistema de células y a un método para modelizar, cribar farmacos contra células
cancerosas e inhibir la migracion de células cancerosas.

Descripcion de la técnica relacionada

El cancer ha sido dificil de tratar debido a la heterogeneidad y la inestabilidad genética. Como enfermedad
humana, el cancer ya fue descrito el afio 1600 a.C. en antiguas escrituras egipcias. Hipocrates, el médico
griego, reconocio la diferencia entre tumores benignos y malignos y llamo "carcinos" a los tumores malignos.
Actualmente, el cancer es la segunda causa mas importante de muerte en los paises desarrollados.

Desde que el Presidente de los Estados Unidos Richard Nixon declarara una "guerra al cancer" en la década
de los 70, se ha acumulado un conocimiento enorme sobre el cancer. En los dos ultimos siglos se han
propuesto muchas hipotesis sobre el desarrollo del cancer. Las primeras hipétesis incluian las hipétesis
irritativas, embrionarias y parasitarias. Mas tarde, con el establecimiento de la oncologia experimental, se
identificaron carcinégenos quimicos. Se descubrieron docenas de oncogenes y genes supresores de tumores
mediante analisis molecular de tumores humanos y animales experimentales. Estos estudios condujeron al
establecimiento de la hipotesis de mutacion genética, que ha predominado en las tres Ultimas décadas.

A pesar de su elegancia intrinseca, la hipotesis actual de mutaciéon genética no ha podido explicar muchas
caracteristicas importantes del cancer. De hecho, muchos investigadores han estudiado a fondo la hipétesis
de la mutacién genética.

Recientemente, la "teoria de carcinogénesis de células madre" ha ganado impulso, gracias al mejor
entendimiento de los investigadores de las células madre y al descubrimiento de las "células madre
cancerosas". La teoria de carcinogénesis de células madre sugiere que las células madre acumulan
mutaciones genéticas y se convierten en células malignas. Sin embargo, dado que sigue dependiendo por
completo de la hipétesis de mutacion genética, la teoria de las células madre no puede revelar por completo
qué provoca las caracteristicas distintivas del cancer, como la invasion y la metastasis.

Las mutaciones son eventos extrafios. Los modelos matematicos sugieren que se requiere un evento mas
frecuente para una transformacion maligna. Ya se ha indicado que la inestabilidad genémica puede ser la
caracteristica que posibilita las caracteristicas del cancer. Como fenotipo de la inestabilidad gendmica,
practicamente en todos los canceres humanos sélidos se ha observado aneuploidia, que es dificil de explicar
mediante hipdtesis de mutacion genética. Se ha sugerido que la aneuploidia explica el cancer como un
mutageno autdbnomo, pero el mecanismo que subyace a la aneuploidia sigue siendo poco claro.

Asi, a pesar del progreso esencial realizado, el origen del cancer sigue siendo enigmatico. Dado que los
modelos actuales de la carcinogénesis basados en la hipotesis de la mutacion genética tienen limitaciones
para explicar muchos aspectos del cancer, los inventores han presentado un nuevo modelo de
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carcinogénesis multietapa en el que se sugiere que el desarrollo del cancer implica mutaciones genéticas y
fusiones celulares. Especificamente, el cancer puede resultar de una fusién entre una célula premaligna
"alterada" y una célula madre derivada de médula 6sea (bone marrow-derived stem cell - BMDSC). La
"aneuploidia”, que es una caracteristica de malignidad, es una consecuencia directa de esta fusion celular. El
modelo de "fusion de células madre" explica las notables similitudes entre las células malignas y las BMDSC.
Este modelo también explica por qué no-mutagenos pueden ser carcindgenos y por qué procesos ho
mutagenos, como la cicatrizacion y la inflamacion cronica, pueden promover la transformacion maligna.

SUMARIO DE LA INVENCION

En una realizacién de la invencion, se proporciona un método para modelizar la migraciéon de células
cancerosas, que incluye los pasos de: (a) proporcionar una célula madre derivada de médula 6sea; (b)
proporcionar una célula premaligna iniciada que es una célula con cambios genéticos o epigenéticos,
incluyendo los cambios genéticos mutaciones genéticas, translocaciones, deleciones o amplificaciones,
incluyendo los cambios epigenéticos cualquier cambio mas alla de las secuencias de ADN que conduzca a
una desregulacion del crecimiento y la funcién celular, como metilacion de ADN, modificacién de cromatina o
sefializacion de células alteradas, y siendo los cambios genéticos o epigenéticos suficientes para provocar
una autorrenovacion, invasion tisular o migracion; (c) fusionar la célula madre derivada de médula 6sea con la
célula iniciada, creando asi una célula fusionada; y (d) medir un indicador de migraciéon para la célula
fusionada. La célula fusionada se puede obtener o cultivar a partir de una fusién previa de la célula madre
derivada de médula 6sea con la célula iniciada.

En otra realizacion de la invencion, se proporciona un método para examinar un efecto de un agente biolégico
0 quimico en células tumorales, que incluye los pasos de: (a) proporcionar una célula fusionada derivada de
la fusién de una célula madre derivada de médula ésea con una célula premaligna iniciada, siendo dicha
célula iniciada una célula con cambios genéticos o epigenéticos, incluyendo los cambios genéticos
mutaciones genéticas, translocaciones, deleciones o amplificaciones, incluyendo los cambios epigenéticos
cualquier cambio mas alla de las secuencias de ADN que conduzca a una desregulacion del crecimiento y la
funcién celular, como metilacion de ADN, modificacion de cromatina o sefalizacion de células alteradas, y
siendo los cambios genéticos o epigenéticos suficientes para provocar una autorrenovacion, invasion tisular o
migracion; (b) poner en contacto la célula fusionada con un agente biolégico o quimico; y (c) determinar si la
migracion de células tumorales se ha promovido, inhibido o ha permanecido inalterada.

Los métodos de la invencion representan un modelo de carcinogénesis nuevo y mejorado para estudios in
vitro de migracion de células tumorales y estudios in vivo utilizando animales trasplantados con médula 6sea
modificada con un gen marcador, por ejemplo transgénicos eGFP. Ofras caracteristicas y ventajas de la
invencion se desprenderan de la siguiente descripcion detallada de determinadas realizaciones especificas
junto con las figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: es una ilustracion esquematica de una transformacion maligna mediada por fusién entre
células madre derivadas de médula 6sea y células tisulares "alteradas".

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERENTES

Tal como se utiliza aqui, "metastasis" significa la propagacion de cancer desde una parte del cuerpo a ofra.
Un tumor formado por células que se han propagado se denomina "tumor metastasico" o "metastasis".

El término "maligno” se refiere a células cancerosas, es decir andmalas, que se dividen sin control y que
pueden invadir tejidos cercanos y propagarse a través de la corriente sanguinea y el sistema linfatico a otras
partes del cuerpo.
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Los términos "célula alterada" o "célula genéticamente alterada" se definen aqui como cualquier célula con
cambios genéticos o epigenéticos suficientes para desviarse de la via de diferenciacion normal de una célula
madre derivada de médula 6sea después de fusion con una BMDSC. Las células "alteradas" incluyen las
llamadas “células premalignas iniciadas" en el modelo de carcinogénesis de multiples pasos.

El término "célula de fusion" significa una célula formada por la fusiéon de una célula alterada y una célula
madre derivada de médula 6sea.

El origen de la malignidad sigue siendo controvertido, en especial en lo que respecta a los carcinomas, que
representan mas de un 90% de la malignidad en humanos. El modelo de carcinogénesis presentado por los
inventores se centra en el origen del desarrollo de carcinomas altamente malignos. El evento clave en este
modelo es un paso de fusion entre células madre derivadas de médula ésea (BMDSC) y células tisulares
"alteradas" (Figura 1). Las poblaciones de BMDSC purificadas se obtienen eliminando todas las células
derivadas de médula 6sea que hayan expresado un marcador de superficie celular diferenciado mediante
columnas comercialmente disponibles. Laos linajes de células negativas que pasan a través de la columna se
pueden enriquecer adicionalmente para las células madre seleccionando positivamente células positivas
CD34, positivas CD133 y positivas SCA-1. Esto funciona tanto para BMDSC de ratén como para BMDSC
humanas. La invencién se refiere en parte al reconocimiento de que la fusién entre células tisulares
"alteradas" y BMDSC puede conducir a una transformacion maligna de las células hibridas. De este modo se
puede conferir la capacidad de migrar a las llamadas “células iniciadas" en el modelo de carcinogénesis de
multiples pasos y a células tumorales benignas.

Con la fusién podria verse alterada la via de diferenciacion normal de BMDSC debido al trastorno genético o
epigenético existente de las células tisulares "alteradas". Los trastornos genéticos podrian consistir en
mutaciones, translocaciones, deleciones o amplificaciones, de acuerdo con la propuesta de la hipotesis de
mutaciéon genética. Los trastornos epigenéticos podrian consistir en cualquier cambio mas alla de las
secuencias de ADN que conduzca a una desregulacion del crecimiento y la funcién celular, como metilacion
de ADN, modificacién de cromatina o sefializacion celular alterada. La fusion podria dar lugar a células hijas
con el fenotipo tanto de las células alteradas como de las BMDSC. Dicho de otro modo, las células hijas
podrian adquirir la capacidad de autorrenovacion, invasion tisular y migracion de las BMDSC, convirtiéndose
asi en células malignas. Ademas, el proceso de fusidn, la mitosis subsiguiente y la pérdida de copias
individuales de cromosomas conducira a una aneuploidia. La aneuploidia se podria convertir en la fuerza
motriz de la inestabilidad gendmica y la progresion del cancer. De acuerdo con el modelo del inventor, un solo
evento de fusién podria tener el mismo efecto de transformacion (de benigno a maligno) que el de multiples
eventos implicados en el proceso de carcinogénesis multietapa clasico.

En base al modelo del inventor, la mayor parte del fenotipo maligno del cancer, como invasion y metastasis,
procederia de las BMDSC. La fusion es un efecto natural y relativamente frecuente, incluso durante el
desarrollo y el mantenimiento de organismos multicelulares. En comparacion con la probabilidad relativa de la
mutacion genética y la fusion de células madre, el desarrollo de una célula normal hasta una malignidad
completa puede ser considerado como un proceso evolutivo. Cualquier via que sustituyera multiples eventos
raros por un evento frecuente haria que dicha via fuera mayoritariamente preferente en la evolucion.

Las BMDSC son altamente plasticas. Muchos estudios demuestran que la médula ésea no solo contiene
células madre hematopoyéticas (hematopoietic stem cells (HSC)), sino que también contiene células madre
mesenquimales (mesenchymal stem cells - MSC), progenitores celulares endoteliales y células madre de
tejidos epiteliales que se pueden diferenciar en células epiteliales hepaticas, pulmonares, de la piel y
tractogastrointestinales. Estas BMDSC migran a tejidos no hematopoyéticos y pueden desempefiar un papel
en el mantenimiento y la reparacion de tejido dafiado. Tal como se resume en la Tabla 1, existen notables
similitudes entre las BMDSC y las células cancerosas metastasicas en términos de su actividad bioldgica, asi
como de la base molecular de estas actividades.
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Tabla 1 Similitud entre células madre derivadas de médula 6sea y células cancerosas metastasicas

Células madre derivadas de médula 6sea

Células cancerosas metastasicas

Autorrenovacion

Crecimiento en suspension

Diferenciacion multilineal

Migracion

Extravasacion

Marcadores superficiales, c-kit, CD34 y CD133

Receptores de quimiocina, como CXCR4
Sensibles a la radiacion

Expresan telomerasa

Privilegio inmune parcial

Actividad de sefales de Wnt y Hedgehog
Median en la angiogénesis

"Inmortalidad"

Crecimiento independiente del anclaje

Da lugar a células cancerosas heterogéneas
Invasion, metastasis

Extravasacion

Algunas células cancerosas expresan c-kit, CD34 y
CD133

CXCR4 expresado en tumor metastasico
Cancer poco diferenciado mas sensible a la
radioterapia

Mantenimiento de telémeros

Escape inmune

Actividad de sefales de Wnt y Hedgehog
Median en la angiogénesis

Las BMDSC vy las células cancerosas metastasicas tienen capacidad de autorrenovacion, migracion e
invasion tisular. Determinadas células cancerosas expresan marcadores de células madre pretendidos. Por
ejemplo, el c-kit es expresado claramente en carcinoma ovarico seroso, carcinoma testicular, melanoma
maligno y carcinoma de pulmén de células pequefas. El CD34 es expresado en dermatofibrosarcoma,
sarcoma epitelioide y tumores fibrosos solitarios. Ademas, todos los tipos de células cancerosas adquieren
una capacidad de mantenimiento de telémeros similar a las células madre, que son positivas para
telomerasa. Las BMDSC expresan receptores de quimioquina particulares y alcanzan su destino mediante
interacciones quimioquina-ligando.

De forma interesante, las mismas parejas quimioquina-ligando intervienen en el guiado a BMDSC vy
metastasis de células malignas. Un fendmeno bien conocido es que, en general, un cancer poco diferenciado
es altamente metastasico, pero mas sensible a la radioterapia. Este fendmeno no ha sido tratado a fondo en
la literatura, pero tiene una notable semejanza con las BMDSC, que son altamente sensibles a la radiacion.
De hecho, esta sensibilidad a la radiaciéon es la base de la mieloablacion clinica. En conjunto, las células
cancerosas pueden adquirir estas caracteristicas de las BMDSC. De hecho, los datos recientes han
demostrado que las células derivadas de médula ésea pueden provocar cancer gastrico en ratones con
infecciones crénicas por Helicobacter. Ademas, existe un informe de acuerdo con el cual en un receptor de
trasplante de rifién se han observado carcinomas de piel humanos derivados de células del donante.

En el pasado, los inventores propusieron que un evento de fusion entre BMDSC y células "alteradas" da lugar
a una migracion de células cancerosas. Tal como se menciona mas arriba, la fusién es un fenédmeno
fundamental en la vida de muchos organismos. La fusion vesicular intracelular es esencial para la funcion
celular basica. Los virus con envoltura introducen capsides virales en el citosol a través de fusion de
membrana. Desde las levaduras hasta los seres humanos, la vida comienza con la fusion. La fusién célula-
célula es una parte de los procesos biologicos normales durante el desarrollo de musculos, huesos y
placenta. Ya en 1911 se sugiri6 que la malignidad podria ser consecuencia de una hibridacion entre
leucocitos y células somaticas. Otros estudios también demostraron que se producia una transformacion
oncogénica cuando las células somaticas de mamifero absorbian esperma cultivado conjuntamente y/o a
través de la penetracion inducida experimentalmente de espermatozoides in situ. Una antigua hipotesis es
que la hibridacion de células tumorales con linfocitos conduce a células metastasicas. Sin embargo, antes de
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la invencién no se conocia a nadie que hubiera descrito o sugerido que la transformacion maligna es un
resultado de la fusion entre una BMDSC y células tisulares premalignas "alteradas”.

Las células madre son capaces de adoptar el fenotipo de otras células mediante fusién celular espontanea.
Algunos estudios han demostrado que las BMDSC se fusionan con diversas células diana. Utilizando un
método basado en la recombinacion Cre/lox para detectar eventos de fusion nuclear, Alvarez-Dolado y col.
(Nature 425, 968-973 [2003]) demostraron que células derivadas de médula dsea se fusionan in vivo con
hepatocitos hepaticos, neuronas de Purkinje en el cerebro y musculo cardiaco en el corazoén, resultando en la
formacion de células multinucleadas. Mediante un trasplante en serie de hepatocitos derivados de médula
6sea, Wang y col. (Nature 422, 897-901 [2003]) demostraron que la fusion celular es la fuente principal de
hepatocitos derivados de médula 6sea. El analisis citogénico de hepatocitos trasplantados de ratones
donantes hembra en receptores macho demostré cariotipos de fusion diploide con diploide (80, XXXY) y
fusion diploide con tetraploie (120, XXXXYY). En teoria, la fusién puede tener lugar multiples veces entre
células normales, premalignas y malignas; sin embargo, la invencién implica especificamente la fusion entre
una célula tisular premaligna "alterada" y BMDSC como paso crucial en la carcinogénesis. Puede haber
multiples fusiones con las BMDSC, conduciendo asi a un cariotipo al menos tetraploide después de que se
produzca la fusion.

Después de la fusion con células tisulares alteradas, se cree que la autorrenovacion y la diferenciacion
normal de células madre se ve alterada por la sefial andmala derivada de las células alteradas. A diferencia
de otros modelos de carcinogénesis por células madre, que proponen que las células madre acumulan
mutaciones y se transforman, la invencién es consecuente con los estudios que demuestran que las células
madre son menos tolerantes a lesiones del ADN que las células diferenciadas. Las células madre deberian
ser mas sensibles a las lesiones del ADN para mantener el potencial de diferenciacion multipotente. No existe
ninguna duda de que las BMDSC son mas sensibles a la radiacion que las células maduras. Este hecho es la
base de la mieloablacién clinica. También esta la observacion de que las células madre tisulares son mas
sensibles a la destruccion por agentes nocivos para el ADN. Los niveles de apoptosis de células madre de las
criptas intestinales se incrementan notablemente por la exposicién a radiacion o a agentes citotoxicos. Por
ello es mas probable que las células tisulares, mas que las células madre, acumulen trastornos genéticos y
epigenéticos. Después de la fusidon con BMDSC, las células hijas se transforman y dan lugar a tumores
malignos.

Durante mas de 100 afios se han venido identificado anomalias cromosdmicas como una de las
caracteristicas patoldgicas distintivas del cancer. Practicamente en todos los canceres humanos sélidos se ha
observado aneuploidia. Ademas, existen datos clinicos que sugieren que el grado de aneuploidia esta en
correlacion con la gravedad de las enfermedades. Una hipotesis de aneuploidia de cancer subraya la
importancia de la aneuploidia en la carcinogénesis, pero sigue sin aclararse el mecanismo que subyace a la
aneuploidia. En el modelo de carcinogénesis por fusion de células madre aqui descrito, la aneuploidia es una
consecuencia inevitable de la fusion celular que conduce a pérdida de copias cromosdmicas individuales. En
una aplicacion directa anterior del modelo de carcinogénesis por fusion de células madre propuesto, los
estudios demostraron que un hipercromatismo en células de cancer de préstata podria ser consecuencia de
una presunta fusion de espermatozoides inyectados con células epiteliales prostaticas normales. Ademas,
determinadas lesiones precancerosas humanas han mostrado un aumento de la frecuencia de células
tetraploides, como células escamosas de eso6fago de Barrett, colitis ulcerativa y células escamosas cervicales
atipicas positivas de VPH. El andlisis de la ploidia de ADN demuestra que la mayoria de los canceres de
prostata humanos aneuploides son tetraploides. Esta evidencia sugiere que la aneuploidia del cancer se
origina en un evento de tetraploidacion (es decir, fusion).

Durante mucho tiempo se ha observado la asociacion entre lesion tisular crénica, inflamacion y cancer.
Existen muchos estudios y analisis elegantes de los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a
esta asociacion. La interpretacion de los inventores de la relacion entre la reparacion tisular y la
carcinogénesis es tal como se describe a continuacion. La lesion tisular cronica, la inflamacion y la posterior
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reparacion tisular agotan la capacidad de regeneracion de las células madre tisulares locales. El microentorno
inflamatorio local favorece entonces el guiado de BMDSC vy su intervenciéon en la reparacion tisular. Las
BMDSC a veces se fusionan con células tisulares "alteradas" y dan lugar a una transformacion maligna.

Se supone que los tejidos que normalmente experimentan una renovacion rapida sufren de una mayor
incidencia del cancer, ya que una alta tasa de renovacion deberia conducir a un agotamiento de las células
madre tisulares locales y a la infiltracion de BMDSC. De hecho, el epitelio de la piel, los pulmones y el tracto
gastrointestinal, que estan expuestos continuamente a ataques ambientales y se encuentran en un estado de
renovacion constante, son los tejidos con mayor proporcion de canceres. Se ha demostrado un incremento
del injerto de queratinocitos derivados de médula 6sea durante la cicatrizacion en ratones trasplantados con
médula 6sea de sexos opuestos, aunque el mismo estudio descartd la presencia de fusidon entre células
derivadas de médula 6sea y células epiteliales de la piel en lesiones agudas. La infeccion por Helicobacter es
uno de los principales factores atribuibles en el desarrollo del cancer gastrico. El dafio tisular crénico y la
reparacion tisular en curso provocan un desequilibrio entre la proliferacion celular epitelial y la apoptosis en el
estobmago. De hecho, recientemente se ha informado de que las células derivadas de médula 6sea son el
origen de cancer gastrico en ratones infectados por Helicobacter.

El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo en el cancer. El analisis de la distribucion por
edades del cancer resultd en la teoria de multietapa temprana de la carcinogénesis. Posteriormente, la
hipétesis de mutacion genética supuso que la distribucion por edades del cancer reflejaba el tiempo necesario
para acumular las suficientes mutaciones multiples como para desarrollar el cancer. Sin embargo, una
explicacion alternativa podria consistir en que el mecanismo responsable del envejecimiento también influye
en la funcién de las células madre. Las lesiones por oxidacion y la senescencia celular podrian aumentar la
frecuencia de la fusion celular indebida e incrementar la incidencia de la malignidad. Por ejemplo, las células
senescentes comprometen la renovacion o reparacion tisular, segregan factores que pueden alterar el
microentorno tisular y podrian alterar a su vez la actividad de las células madre. Ademas, las propias células
madre son también un objetivo directo para las lesiones relacionadas con el envejecimiento. Se ha
demostrado que el encanecimiento del pelo esta causado por un automantenimiento deficiente de las células
madre de los melanocitos. Se ha comprobado que las células madre epiteliales intestinales experimentan un
importante deterioro funcional con el envejecimiento. La senescencia y un fallo funcional de HSC pueden
crear condiciones que permiten el desarrollo de leucemia. Por ello, la cinética cronolégica de la
carcinogénesis puede reflejar las interacciones célula-célula durante el envejecimiento.

Otras condiciones pueden promover la fusion célula-célula y, en consecuencia, aumentar la incidencia del
cancer, incluyendo la remodelacion tisular y la infeccién viral. La alta incidencia del cancer de mama y ovario
en mujeres y el carcinoma hepatocelular después de una hepatitis cronica pueden ser ejemplos donde la
remodelacion tisular promueve la transformacion maligna. Se ha demostrado que el virus de Epstein-Barr
(VEB) esta asociado con una amplia gama de canceres, incluyendo el linfoma de Burkitt, el linfoma no
Hodgkin, la enfermedad de Hodgkin, el carcinoma nasofaringeo, el adenocarcinoma gastrico y el cancer de
mama. Estudios anteriores han demostrado que el VEB induce la fusion célula-célula, en especial por virus
aislados de tumores. De acuerdo con estos datos, el modelo de carcinogénesis por fusion de células madre
del inventor podria explicar por qué la infeccion por el VEB esta asociada con tantos canceres.

El modelo de carcinogénesis por fusion de células madre aqui presentado es facilmente comprobable. Por
ello, los inventores han realizado varios experimentos. La fusion entre células tumorales benignas y BMDSC
ha sido realizada in vitro. Después de la fusion, la morfologia y la capacidad de metastasis e invasion se
determinan in vitro e in vivo. La evidencia de fusiéon también podria demostrarse mediante examen de los
tumores sélidos espontaneos desarrollados en ratones receptores de médula ésea de sexo opuesto o0 médula
Osea transgénica. Sin embargo, dado que el cromosoma sexual redundante con frecuencia se pierde en las
células hijas cuando se produce la fusion, la tecnologia ampliamente utilizada, como la hibridacién in situ por
fluorescencia (fluorescence in situ hybridization - FISH), para detectar el cromosoma sexual puede no ser
apropiada. De hecho, una cantidad considerable de tumores malignos que se desarrollan en hembras
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normales se vuelven negativos a la cromatina sexual, lo que sugiere la pérdida del segundo cromosoma X
redundante. Los métodos para detectar la presencia de especies de ADN transducido o ADN mitocondrial
derivado de donantes pueden ser adecuados. Por Ultimo se podria realizar un estudio retrospectivo de
muestras recogidas de receptores previos de médula 6sea que desarrollaron posteriormente carcinomas.
Técnicas tales como la deteccion de la presencia de ADN mitocondrial derivado de donantes, mas que la
FISH que detecta el cromosoma sexual, pueden ser mas informativas.

El modelo de cancer, en especial carcinoma, por fusion de células madre tiene implicaciones significativas en
la investigacion del cancer y en el desarrollo de farmacos, asi como para la aplicacion terapéutica de las
células madre. Las células malignas pueden ser susceptibles a terapias que inducen diferenciacion. La
diferenciacion podria detener la actividad de autorrenovacion y disminuir la capacidad de las células malignas
para metastatizar e invadir tejidos. De hecho, se han utilizado varios agentes inductores de la diferenciacion,
como el acido retinoico o agonistas de receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma
(peroxisome proliferators-activated receptor-gamma - PPARY) para el tratamiento con éxito de la leucemia
mieloide o liposarcoma, respectivamente. La introduccion de una sefial de diferenciacion en células malignas
por transferencia genética puede ser un nuevo planteamiento viable para la terapia del cancer. Ademas, las
células metastasicas pueden tener un patrén de guiado similar a las BMDSC; por tanto, para inhibir la
metastasis del cancer se podrian utilizar métodos para bloquear el guiado de BMDSC. De acuerdo con esto,
un estudio reciente ha demostrado que el receptor de quimioquina CXCR4 bloquea la metastasis de cancer
de mama en ratones mediante una interferencia de ARN. El cancer es dificil de controlar porque su genética
es muy caodtica. Sin embargo, las caracteristicas malignas derivadas de las BMDSC de las células
cancerosas podrian presentar un objetivo conservado para el disefio de nuevas terapias.

Por consiguiente, la metastasis de cancer utilizaria los mismos mecanismos moleculares conservados que las
BMDSC y su progenie, que incluye neutrdfilos, linfocitos y otros leucocitos. Asi, los inventores han examinado
si anticuerpos para la ubiquitina, que pueden bloquear la movilidad y extravasacion in vivo de neutrdfilos,
linfocitos y otros leucocitos, bloquearan la movilidad y extravasacién de células cancerosas y, en
consecuencia, si blogquearan la metastasis. Ademas, la determinaciéon de la presencia de fusiones
BMDSCl/células alteradas en tumores podria llamar la atencién de los investigadores con respecto a una
posible consecuencia no intencionada de la terapia basada en células madre (es decir, la administracion
indebida de células madre podria aumentar en realidad la incidencia de la malignidad).

La lesion tisular cronica y la posterior reparacion agotan las células madre tisulares locales y después utilizan
BMDSC, aumentando asi las posibilidades de fusion de las BMDSC con las células tisulares. Otros factores,
como el envejecimiento, las infecciones virales y la remodelacion tisular, también aumentan la incidencia de
la fusién celular. Un aspecto importante es un paso de fusidon que podria dar multiples caracteristicas
"malignas” para transformar una célula "alterada" sin requerir multiples mutaciones.

Aunque se han realizado cientos de estudios que incluyen la fusiéon de células tumorales y células no
tumorales y su efecto en la tumorigenicidad, en la literatura cientifica previa a la invencion no se ha
encontrado ningun estudio sobre la fusion de células madre derivadas de médula ésea y células tumorales.

Por consiguiente, en una primera realizacion de la invencion, se proporciona un método para modelizar la
migracion de células cancerosas que incluye los pasos de: (a) proporcionar una célula madre derivada de
médula 6sea; (b) proporcionar una célula premaligna iniciada consistente en una célula con cambios
genéticos o epigenéticos, incluyendo los cambios genéticos mutaciones genéticas, translocaciones,
deleciones o amplificaciones, incluyendo los cambios epigenéticos cualquier cambio mas alla de las
secuencias de ADN que conduzca a una desregulacion del crecimiento y la funcién celular, como metilacion
de ADN, modificacién de cromatina o sefalizacion de células alteradas, y siendo los cambios genéticos o
epigenéticos suficientes para provocar una autorrenovacion, invasion tisular o migracion; (c) fusionar la célula
madre derivada de médula 6sea con la célula iniciada, creando asi una célula fusionada; y (d) medir un
indicador de migracion para la célula fusionada. Tanto las BMDSC como las células iniciadas se pueden
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obtener facilmente de cultivos tisulares comerciales y académicos y de fuentes vivas. Del mismo modo, la
fusion celular se lleva a cabo de forma rutinaria, de modo que existen muchos protocolos disponibles
(véanse, por ejemplo, los protocolos de hibridoma en protocol-online.org). La medida de un indicador de
migracion para la célula fusionada (y su progenie) se puede realizar mediante un "ensayo de rascado”
("scratch assay") (por ejemplo Lal A, Glazer CA, Martinson HM y col. Cancer Res 2002, 62:3335-3340) o
mediante estudios animales in vivo (por ejemplo inyeccién de células tumorales incluyendo una o mas células
fusionadas y control de metastasis tal como se describe mas abajo en los ejemplos).

La invencion también proporciona un método para examinar un efecto de un agente bioldgico o quimico en la
migracion de células tumorales in vitro o in vivo. El método incluye los pasos de: (a) propocionar una célula
fusionada derivada de una fusidon de una célula madre derivada de médula 6sea con una célula premaligna
iniciada, consistiendo ésta en una célula con cambios genéticos o epigenéticos, incluyendo los cambios
genéticos mutaciones genéticas, translocaciones, deleciones o amplificaciones, incluyendo los cambios
epigenéticos cualquier cambio mas alla de las secuencias de ADN que conduzca a una desregulacion del
crecimiento y la funcion celular, como metilacién de ADN, modificacion de cromatina o sefializacién de células
alteradas, y siendo los cambios genéticos o epigenéticos suficientes para provocar una autorrenovacion,
invasion tisular o migracion; (b) poner en contacto la célula fusionada con un agente bioldgico o quimico; y (c)
determinar si la migracién de células tumorales se ha promovido, inhibido o ha permanecido inalterada. Las
proteinas conservadas serian un objetivo especialmente adecuado para examinar los efectos de los agentes
en la migracion.

La ubiquitina (ub) es la proteina mas conservada hallada en la naturaleza. Entre su secuencia de 76
aminoacidos existe una homologia completa entre especies evolutivamente tan divergentes como insectos,
truchas y humanos. La ubiquitina forma parte de los dominios de superficie exterior de otros receptores de
membrana diversos. En el caso de los receptores de guiado de linfocitos (lymphocyte homing receptors -
LHR), la presencia de la ub esta en correlaciéon estrecha con la funciéon de los LHR para facilitar la unién y
migracion de linfocitos a través de los ganglios linfaticos. Todos los receptores que se ha comprobado se
unen a ub también han demostrado mediar en la movilidad celular. Una explicacién posible de estas
observaciones es que la ub interviene en la mediacion de la movilidad celular a través de la matriz
extracelular. Esta funcion potencial de la ub tiene importantes implicaciones en los estudios de muchos
procesos eucariotas, tales como diferenciacion celular, infeccién parasitaria, invasion tumoral y metastasis de
células tumorales.

Por consiguiente, el agente bioldgico o quimico es, ejemplo, un anticuerpo contra la ubiquitina, como MEL-14
(CD62L) (disponible de Abeam PlIc, Zymed Laboratories y col.; véanse 21 anticuerpos de ubiquitina diferentes
en abcam.com). Las células con las que ha entrado en contacto este anticuerpo han sido sometidas a un
ensayo de rascado o utilizadas en experimentos animales para determinar el efecto del anticuerpo en la
migracion celular tal como se describe mas abajo.

Ejemplos no limitativos

Las técnicas experimentales a utilizar en estas investigaciones estan bien establecidas y tienen una amplia
aceptacion.

El objetivo de este primer estudio es analizar una hipdtesis previamente propuesta para la carcinogénesis, en
la que la interaccion entre células madre derivadas de médula 6sea y células transformadas puede alterar la
progresion tumoral. Se pueden llevar a cabo dos tipos de experimentos. En el primer grupo de experimentos,
ser aislan células derivadas de médula dsea de ratén de ratones que expresan transgénicamente eGFP y se
combinan con células humanas o de raton transformadas, transfectadas transitoriamente, marcadas con
proteina fluorescente roja de Clontech bajo condiciones que facilitan la formaciéon de células hibridas.
Después, estas células hibridas se inyectan en ratones de una raza apropiada para la linea celular analizada.
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La alteracién del crecimiento tumoral primario o metastasico se controla en funcién el tiempo. Dos cuestiones
basicas planteadas por este estudio son si la progresion tumoral es modulada por la fusion de células madre
derivadas de médula ésea con células tumorales en diversos estadios de transformacion, y si el tratamiento
de xenoinjertos humanos o de ratdén con anticuerpos para receptores alterara los fenotipos metastasicos de
los tumores de xenoinjerto. Un receptor representativo que sirve como modelo para analizar estas hipotesis
es el CXCR4, que es expresado por células tumorales metastasicas.

Deben utilizarse modelos de xenoinjerto bien establecidos de crecimiento y progresion tumoral en ratones
atimicos desnudos Balb/c o SCID de modo que la respuesta inmunitaria del huésped a la administraciéon de
lineas celulares transformadas de raton (308, 308 10Gy5 0 4T1) y humanas (DU145 o PC-3 M), sistemas de
modelos bien establecidos para el cancer de mama, piel y prostata, sea minima. Para administrar lineas
celulares de raton a ratones desnudos atimicos se utiliza una inoculacién subcutanea o una inyeccioén en la
vena caudal. Las lineas celulares humanas se administran a ratones SCID. Una parte alicuota que contiene
lineas celulares, individualmente o en combinacioén, se inyecta el dia 0 y el crecimiento tumoral se sigue
durante un maximo de 40 dias. Después, los ratones son sacrificados, se retiran los tejidos y se cuantifican el
volumen tumoral y los niveles relativos de metastasis de pulmén.

Experimento 1

Grupo A: 8 ratones transgénicos

Como fuente de células de médula 6sea marcadas con GFP se utilizan ratones eGFP transgénicos
heterocigéticos [C57BL/6-TgN (ACTbEGFP)10sb] (Jackson Laboratory). Los ratones GFP se identifican por
expresion de fluorescencia verde bajo luz UV. Como donantes para el BMT se utilizan heterocigotos hembra
de 2 a 4 meses de edad. El sexo del donante es diferente del sexo del huésped receptor.

Las células derivadas de médula 6sea se obtienen de ratones GFP heterocigéticos lavando el fémur y la tibia
con solucién equilibrada de Hank. Para generar hibridos de células somaticas, se disponen 10°® células
derivadas de médula 6sea y 106 células tumorales sobre placas de 60 mm 24 horas antes de su tratamiento
con polietilenglicol (PEG). Ademas se preparan 5 gramos de PEG con un peso molecular de 3.000-3.700
mediante tratamiento en autoclave durante 5 minutos a 121°C. Después, el PEG tratado en autoclave se
combina con 5 ml de 2x medio estéril libre de suero, precalentado a 37°C, para preparar una solucion al 50%.
Luego se afiade lentamente 1 ml de la solucién de PEG al 50% por placa a las células cultivadas
conjuntamente y las células se incuban durante 1 minutos a 37°C.

Después se afiade 1 ml del medio libre de suero y la incubacion continda durante 1 minuto mas. Luego se
afiaden 2 ml del medio y la incubacion contintia durante otros 2 minutos. Cuatro ml de medio libre de suero y
la incubacioén continda durante 4 minutos. Después se afiade medio con contenido de suero a cada placay la
incubacion continda durante 48 horas a 37°C. Dos dias después, cada placa se pasa con tripsina y el
producto se dispone de nuevo sobre cuatro placas de 100 ml para la selecciéon. Las células que expresan
marcadores caracteristicos de los dos tipos de células cultivados conjuntamente se seleccionan, se cultivan
hasta un 90% de confluencia y se utilizan en experimentos posteriores.

Experimento 2: Tumorigenicidad alterada y progresion de células tumorales benignas de ratén y humanas

A los ratones se les inoculan células de médula 6sea marcadas con GFP, individualmente o en combinacién
con células benignas transformadas humanas o de raton.

Grupo A: 72 ratones. Cepas: ratones desnudos atimicos para células 308; SCID para tumores DUI45 o PC-3
M (categoria de dolor D). Cantidad total de ratones necesarios: (4 ratones/tratamiento) (6 tratamientos) (3
experimentos) = 72 ratones.
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A los ratones se les inoculan células derivadas de médula ésea (bone marrow - BM) marcadas con GFP y/o
con células benignas transformadas humanas o de ratén. Las inoculaciones de tumores se realizan en
ratones anestesiados con isofluorano en una campana. Los ratones se disponen en la campana que contiene
bolas de algodon tratadas con isofluorano dentro de un tubo centrifugo de polipropileno. Durante el
procedimiento, los ratones son vigilados, observando su tasa respiratoria, movimiento, relajacion muscular y
falta de movimiento dirigido. Después de la inoculacion, los ratones son devueltos a sus jaulas y vigilados
hasta que recuperan la conciencia normal.

A cada raton se le administran 100 pl de PBS incluyendo 5 x 10° células. Los ratones desnudos atimicos
reciben células 308, células BM o una mezcla de células BM y células 308 tratada con PEG. Los ratones
SCID reciben DU145, células BM o una mezcla de células BM y células DU145 tratada con PEG. Las
inoculaciones se administran via subcutanea o por inyeccion en la vena caudal. Los ratones que reciben
infecciones por la vena caudal son encerrados en cajas de retencion. Después de desinfectar la vena caudal
con alcohol, se aplica xilacaina al 2% como anestésico topico. A cada raton se le inyectan no mas de 200 pl
de solucion utilizando una aguja de calibre 25-30. Si las inyecciones provocan necrosis, las colas se rocian
con cloruro de etilo, se sumergen en betadine y se extirpan con tijeras estériles justo por encima del area
necrotica. Después, la cola se cauteriza con nitrato de plata para detener la hemorragia.

El crecimiento tumoral se controla mediante la medida con calibre de las dimensiones del tumor dos veces
por semana y calculo del volumen utilizando la férmula: volumen = 1/2(longitud)(longitud?). Los animales se
sacrifican a las 2, 3 y 4 semanas para controlar la extension de la metastasis y el volumen del tumor
alcanzado.

Los animales se sacrifican por asfixia con didxido de carbono en una camara hermética para recoger tumores
y organos. Este es un procedimiento utilizado rutinariamente para la eutanasia de ratones que reduce al
minimo su sufrimiento y esta recomendado por el AVMA Panel on Euthanasia.

Perfil Resumen del Procedimiento

1. Administracion de una mezcla de células transformadas benignas y células madre para establecer
xenoinjertos de 308 y DU145 mediante inyeccién subcutanea o en la vena caudal.

2. Grupos de tratamiento para cada método de inyeccion - (6): células 308; células BM; mezcla de células
BM + células 308 tratada con PEG; DU145; células BM; mezcla de células DU145 y BM tratada con PEG.

3. Los tumores primarios y los érganos con metastasis desarrollados se extirpan después de sacrificar los
ratones mediante asfixia con CO2.

4. Las muestras de tumor se someten a analisis histopatolégico para detectar alteraciones en la progresion o
la capacidad de metastasis asociadas con un evento de fusion. El analisis histopatolégico deberia incluir
la comparacion del crecimiento tumoral con el tiempo, el nimero y el tamafio relativo de las metastasis, la
caracterizacion histologica del tumor.

Experimento 3: Inhibicién de la tumorigenicidad o progresion

A los ratones se les inoculan células humanas (PC3-M) o de ratén (308 10Gy5 o 4T1) transformadas
metastasicas, e inhibidores del receptor CRCX4. Cantidad total de ratones necesarios: (4 ratones/tratamiento)
(3 tratamientos) (3 momentos de administracion) (3 experimentos) = 108 ratones.

Las inoculaciones de tumores se realizan en ratones anestesiados con isofluorano en una campana. Los
ratones se disponen en la campana que contiene bolas de algodoén tratadas con isofluorano dentro de un tubo
centrifugo de polipropileno. Durante el procedimiento, los ratones son vigilados, observando su tasa
respiratoria, movimiento, relajacion muscular y falta de movimiento dirigido. Después de la inoculacion, los
ratones son devueltos a sus jaulas y vigilados hasta que recuperan la conciencia normal.
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A 4 ratones Balb/c se les administran 100 pl de PBS incluyendo 10* células 4T1 por inyeccidn en la
almohadilla adiposa mamaria. Los ratones desnudos atimicos reciben 100 ul de PBS que contiene 1 x 10°
células 308 10Gy5. Los ratones SCID reciben 100 yl de PBS que contiene 1 x 10° células PC-3M. El
experimento se realiza con administracion del anticuerpo para el receptor CDCX4 antes, simultaneamente y
después de la inoculacion de las células tumorales. Las células 4T1 se inyectan en las almohadillas adiposas
mamarias de Balb/c. Las células 308 10Gy5 se inyectan en la vena caudal de ratones desnudos y las células
PC-3 M se inyectan en las venas caudales de ratones SCID. Los ratones que reciben inyecciones en la vena
caudal se encierran en una caja de retencion durante la inyeccion. Después de desinfectar la cola con alcohol
y aplicar xilacaina al 2% como anestésico topico, a cada raton se le inyectan no mas de 200 pl de solucién
utilizando una aguja de calibre 25-30. Si las inyecciones provocan necrosis, las colas se rocian con cloruro de
etilo, se sumergen en betadine y se extirpan con tijeras estériles justo por encima del area necrotica.
Después, la cola se cauteriza con nitrato de plata para detener la hemorragia.

El crecimiento tumoral se controla mediante la medida con calibre de las dimensiones del tumor dos veces
por semana y calculo del volumen utilizando la formula: volumen = 1/2(longitud)(longitud®). Los animales se
sacrifican a los 10, 15 y 20 dias para controlar la metastasis de pulmén y el volumen del tumor.

Los animales se controlan para preinoculacion o postinoculacion con un inhibidor potencial de la metastasis y
se ensayan en cuanto a alteraciones en la apoptosis de células tumorales, diferenciacion, inhibicion de
metastasis.

Los tumores primarios y las metastasis que se desarrollan en los ratones huésped se extirpan después de
sacrificar los ratones por asfixia con COs.

Las muestras de tejido se someten a analisis histopatolégico para detectar alteraciones en la progresion o en
las metastasis asociadas con el tratamiento. El analisis histopatolégico deberia incluir la comparacion del
crecimiento tumoral con el tiempo, el nimero y el tamafio relativo de las metastasis, la caracterizacion
histolégica del tejido tumoral.

Ensayo in vitro de inhibicién de migracién de células de cancer/células fusionadas:

Células: Para analizar la capacidad de los anticuerpos de ubiquitina para inhibir la movilidad celular se
utilizaron dos lineas de células de cancer metastasico. La PC-3M es una linea celular de carcinoma de
préstata humano. La 4T1 es una linea celular de carcinoma de mama de ratéon. Las dos lineas se
mantuvieron en medio DMEM complementado con FBS al 10% y Glutamax 1 (medio DMEM).

Anticuerpos: Se utilizaron tres anticuerpos de ubiquitina. EI 14372 es un anticuerpo policlonal para la
ubiquitina. Tanto el 10C2-2 como el Mel-14 son anticuerpos monoclonales para la ubiquitina.

Procedimiento (1): Una placa de 6 pocillos que incluia un cubreobjetos estéril en cada pocillo se sembré con
1x10° células/pocillo en medio DMEM y se incubd durante una noche a 37°C y 5% CO,, en una incubadora
humidificada (condiciones estandar).

El dia siguiente, la monocapa confluente sobre el cubreobjetos se rascé una vez con la punta de una pipeta.
El medio se aspir6 y los pocillos se lavaron con 1 ml de medio DMEM. Cada linea celular se traté con tres
concentraciones diferentes de cada anticuerpo: 5 ug/ml/10° células, 25 pg/ml/10° células y 100 pg/ml/10°
células. Las placas se incubaron durante 11 horas con las células. Las células control se trataron con DPBS.

Los cubreobjetos se evaluaron después de la incubacion en lo que respecta al cierre de las partes rascadas
como resultado de la migracion celular. Después, los cubreobjetos se fijaron y tifieron con metanol:acetona
1:1 durante 5 minutos a -20°C y luego se lavaron con DPBS. Los cubreobjetos se montaron sobre un
cubreobjetos de vidrio. Se capturaron imagenes con soffware Metacam utilizando una estacion de trabajo
compuesta por un microscopio Nikon TE2000 con un aumento 4X.

12



10

15

20

25

ES 2 523 857 T3

Ensayo in vivo de inhibicién de metastasis de células de cancer/células fusionadas:

Células: Para analizar la capacidad de un anticuerpo de ubiquitina para inhibir la metastasis se utilizé una
linea celular de carcinoma metastasico de mama de ratén, 4T1. Las células se mantuvieron en medio DMEM
bajo las condiciones de cultivo descritas en el protocolo anterior.

Anticuerpos: Se utilizé el anticuerpo de ubiquitina monclonal Mel-14.

Procedimiento: se transfectaron células 4T1 transitoriamente con un vector de expresién para la proteina de
fluorescencia verde incrementada (enhanced green fluorescence protein - EGFP). Las células se cosecharon
48 horas después de la transfeccion y se incubaron con el anticuerpo de ubiquitina Mel-14 o con el anticuerpo
de control Rat IgG2A, en concentraciones de 180 ug por 108 células, en DPBS, durante una hora. Después
de la incubacion, se inyectaron 250.000 células en la vena caudal de ratones SCID en un volumen total de
50 pl. Una semana después, los ratones fueron sacrificados y se les extirparon los pulmones, que se fijaron
en formalina al 4%. El examen de la presencia de colonias metastasicas se llevé a cabo en pulmones enteros
aplastados con un microscopio Nikon Eclipse 600 con un aumento 10X. La presencia de células positivas de
EGFP en el pulmén indicaba que se habia producido metastasis.

Resultados:

Tabla 2 Grado de inhibicion de la migracién de células PC3M in vitro mediante anticuerpos de ubiquitina en
diferentes concentraciones.
(++++ = inhibicién completa; - = ninguna inhibicién)

Conc. 5 pg/ml/10° 25 pg/ml/10° 100 ug/ml/10°
anticuerpos
14372 ++++ ++++ ++++
10C2-2 ++++ ++++ ++++
Mel-14 ++++ ++++ ++++
Solo DPBS - - -

Tabla 3 Grado de inhibicion de la migracién de células 4T1 in vitro mediante anticuerpos de ubiquitina en
diferentes concentraciones.
(++++ = inhibicién completa; - = ninguna inhibicién)

Conc. 5 pyg/mi/millén 25 pg/mi/millén 100 pg/mi/millén
anticuerpos
14372 ++++ ++++ ++++
10C2-2 ++++ ++++ ++++
Mel-14 ++++ ++++ ++++
Solo DPBS - - -

Tabla 4 Grado de inhibicion de metastasis in vivo de células 4T1 mediante el anticuerpo de ubiquitina Mel-
14
(++++ = inhibicién completa; - = ninguna inhibicién)

Conc. 180 ug/10°

anticuerpos
Mel-14 et

anticuerpo de control -
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Referencia:

1. Auerbach R, Lewis R, Shinners B, Kubal L, Akhtar N. "Angiogenesis Assays: A Critical Overview" Clinical
Chemistry 49 (1), 1 de enero de 2003: 32-40.

Tal como muestran estas tablas, los anticuerpos contra ubiquitina inhibian la migracion de células tumorales.

Métodos terapéuticos

Los métodos de esta invencion pueden utilizarse para inhibir la migracién tumoral en un sujeto. A un sujeto
vertebrado, preferentemente un mamifero, de forma especialmente preferente un humano, se le administra
una cantidad del compuesto eficaz para inhibir la migracién de células tumorales. El compuesto o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se administran preferentemente en forma de una composicion
farmacéutica.

Las dosis de los compuestos incluyen preferentemente unidades de dosificacion farmacéutica que
comprenden una cantidad eficaz del anticuerpo u otro agente. Por el concepto "cantidad eficaz" se entiende
una cantidad suficiente para alcanzar una concentracion permanente in vivo que conduce a una reduccion
mensurable de cualquier parametro relevante de la enfermedad.

Actualmente se utilizan de forma rutinaria anticuerpos monoclonales para la terapia mediante infusién directa
en el paciente. El anticuerpo puede ser liofilizado y almacenado hasta su reconstitucion con agua o con
solucioén salina. Una dosis de 4 mg/kg de peso corporal es una dosis humana tipica y segura para terapias
basadas en anticuerpos. Por ejemplo, es una dosis eficaz de la terapia de cancer de mama por anticuerpos
Herceptin. Por consiguiente, en una realizacion de la invencion, a un paciente humano se le administra via
intravenosa una dosis de 4 mg de un anticuerpo antiubiquitina por kg de peso corporal.

La cantidad de principio activo a administrar depende del agente biolégico o quimico concreto, la enfermedad
o el estado, la via de administracion, la salud y el peso del receptor, la existencia de otros tratamientos
concurrente, si hay alguno, la frecuencia del tratamiento, la naturaleza del efecto deseado, por ejemplo
inhibicién de metastasis tumoral, y el criterio del médico cualificado.

Las composiciones y los métodos de tratamiento arriba descritos son utiles para inhibir la migracion celular
(por ejemplo, invasién o metastasis) en un sujeto que padece una enfermedad o un estado asociado con una
invasion celular no deseada, proliferacion, metastasis.

Dentro del significado y el rango de equivalencia de las reivindicaciones adjuntas son posibles varias
modificaciones.
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REIVINDICACIONES
Método para modelizar la migracion de células cancerosas que incluye los pasos de:

a) proporcionar una célula madre derivada de médula 6sea;

b)  proporcionar una célula premaligna iniciada consistente en una célula con cambios genéticos o
epigenéticos, incluyendo los cambios genéticos mutaciones genéticas, translocaciones,
deleciones o amplificaciones, incluyendo los cambios epigenéticos cualquier cambio mas alla
de las secuencias de ADN que conduzca a una desregulacion del crecimiento y la funcion
celular, como metilacion de ADN, modificacion de cromatina o sefializacion de células
alteradas, y siendo los cambios genéticos o epigenéticos suficientes para provocar una
autorrenovacion, invasion tisular o migracion;

c) fusionar la célula madre derivada de médula 6sea con la célula iniciada, creando asi una célula
fusionada; y

d) medir un indicador de migracion para la célula fusionada.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque los pasos (a) y (b) incluyen obtener o cultivar
la célula fusionada a partir de una fusién previa de la célula madre derivada de médula 6sea con la
célula iniciada.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el paso (d) incluye un ensayo de rascado in
vitro.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el paso (d) se lleva a cabo in vivo en un
animal no humano.

Método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque dicha célula del paso (b) es de origen
epitelial.

Método para examinar un efecto de un agente bioldégico o quimico en la migracion de células
tumorales, que incluye los pasos de:

proporcionar una célula fusionada derivada de una fusiéon de una célula madre derivada de médula
6sea con una célula premaligna iniciada, siendo dicha célula iniciada una célula con cambios
genéticos o epigenéticos, incluyendo los cambios genéticos mutaciones genéticas, translocaciones,
deleciones o amplificaciones, incluyendo los cambios epigenéticos cualquier cambio mas alla de las
secuencias de ADN que conduzca a una desregulacion del crecimiento y la funcién celular, como
metilacion de ADN, modificacién de cromatina o sefializacion de células alteradas, y siendo los
cambios genéticos o epigenéticos suficientes para provocar una autorrenovacion, invasion tisular o
migracion;

poner en contacto dicha célula fusionada con un agente biolégico o quimico; y

determinar si la migracién de células tumorales se ha promovido, inhibido o ha permanecido
inalterada.

Método segun la reivindicacién 6, caracterizado porque el paso (a) incluye proporcionar una célula
iniciada de piel, mama o préstata.

Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque el paso (b) tiene lugar in vivo en un animal
no humano.

Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque dicho agente biolégico o quimico es un
anticuerpo contra ubiquitina.
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10. Método segun la reivindicacion 9, caracterizado porque dicho anticuerpo es MEL-14.

1. Método segun la reivindicacion 10, caracterizado porque dicho anticuerpo se selecciona de entre el
grupo consistente en los anticuerpos 14372 y 10C2-2.
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