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DESCRIPCION

Terapia génica mediante adenovirus.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento de los tumores cerebrales utilizando terapia génica.
Antecedentes de la invenciéon

El tratamiento de los gliomas malignos continda siendo un reto para la medicina y los cientificos. La terapia
génica con timidina quinasa, utilizando la timidina quinasa del virus del Herpes Simplex (HSVtk), es una de las
modalidades de tratamiento mds prometedoras, de entre los intentos de cambiar la supervivencia de pacientes de
glioma maligno. La terapia génica con HSVtk se basa en la capacidad que tiene la timidina quinasa de catalizar
la fosforilacién de ganciclovir (GCV). El GCV fosforilado actiia como un andlogo téxico de nucledtido, matando
las células diana. Dicho fenémeno se incrementa todavia mds mediante un efecto espectador, por el que las cé-
lulas vecinas son también destruidas incluso sin transfeccion. Se cree que dicho efecto es debido a la liberacién
de andlogos téxicos de nucledtido de las células transfectadas a las células vecinas mediante uniones comunican-
tes.

Los retrovirus y adenovirus se han utilizado como vectores para la terapia génica. Los dos tipos de vectores tie-
nen ciertas ventajas y limitaciones. Los tumores cerebrales son especialmente adecuados para la transferencia gé-
nica mediada por retrovirus, ya que los retrovirus solamente infectan a las células proliferantes, mientras que el
tejido cerebral quiescente normal permanece intacto. La eficacia de la transferencia génica de los retrovirus es re-
lativamente baja, pero se podria mejorar mediante la utilizacién de células empaquetadoras de retrovirus en lugar
de virus aislados. Tedricamente, el tiempo de transduccién se podria prolongar e incrementar el nimero de células
transfectadas. Con los retrovirus, el gen transfectado se incorpora en el genoma de la célula diana y por lo tanto se
puede lograr expresion génica a largo plazo. Los gliomas experimentales se han tratado por terapia génica media-
da por adenovirus transduciendo células tumorales in situ con ADV deficiente en replicacién portadores de gen de
HSVtk [Perez Cruet et al., Journal of Neuroscience Research, 39:508 (1994) y Chen, S.-H. et al., PNAS, 91:3054
(1994)].

Un adenovirus comprende un gen codificante de la timidina quinasa y medicamentos que lo contienen, son ttiles
en el tratamiento de una cavidad tumoral cerebral. En particular, la cavidad tumoral se trata a continuacién de la
administracién de ganciclovir o de un compuesto equivalente.

El gen de la timidina quinasa serd tipicamente el derivado del virus herpes Simplex (HSVtk).

Se demuestra que la construccién génica de adenovirus/timidina quinasa es mas beneficiosa que la transferencia
génica de retrovirus.

Descripcion de la invencion

Se puede utilizar una construccién de la presente invencién en el tratamiento de una cavidad tumoral. El tratamiento
puede comprender las etapas siguientes:

(i) administrar un adenovirus que comprende un gen que codifica una timidina quinasa, en la pared de la
cavidad tumoral; y

(i) administrar un compuesto que forma un compuesto citotoxico cuando se fosforila.

El compuesto utilizado en la etapa (ii) puede ser ganciclovir o un derivado del mismo. Este procedimiento se puede
utilizar con el fin de tratar cualquier cavidad tumoral, preferentemente una cavidad tumoral cerebral, por ejemplo un
glioma maligno. La composicién utilizada en la etapa (i) se puede administrar repetidamente, preferentemente en 40
u 80 aplicaciones diferentes.

La composicién utilizada en la presente invencién se formula preferentemente sin la adicién de proteinas (aparte
de las asociadas al adenovirus). Se cree que esto es preferible a las composiciones en las que se afiade albimina
para reducir los efectos de los enzimas degradadores sobre los componentes activos. Preferentemente, la presente
composicién comprende glicerol como estabilizador.

La cantidad de productos activos que se deben administrar a un paciente, en la utilizacién de la presente inven-
cion, la pueden determinar los expertos en la materia, en base a la informacién proporcionada en la presente memo-
ria y a consideraciones habituales tales como la via de administracion, el trastorno que se debe tratar y su estatus,
etc.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion:
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Ejemplo

En el presente Ejemplo, se compard la eficacia y la seguridad de la terapia génica con HSVtk mediada por células
empaquetadoras de retrovirus y por adenovirus, en el tratamiento de gliomas malignos. En el ensayo, la terapia génica
mediada por células empaquetadoras de retrovirus no mejor6 la supervivencia de los pacientes de glioma maligno,
en comparacién con un grupo control transfectado con lacZ. En todos los pacientes se encontré progresién tumoral
de acuerdo con la valoracién mediante imdgenes de resonancia magnética nuclear (MRI) tres meses después de la
reseccion del tumor y la transferencia génica. Sin embargo, la terapia génica mediada por adenovirus, mejoré signi-
ficativamente el resultado en los pacientes. Ademds, en tres de los siete pacientes tratados con adenovirus, la MRI
indic6 que los tumores permanecieron estables.

Retrovirus y linea celular empaquetadora de retrovirus

Se prepar6 una linea celular PA317/tk tal como describen Poptani et al., Cancer Gene Ther., 5:101-109 (1998).
Brevemente, se subcloné el ADNC de 1,2 kb de HSV1-TK [McKnight, Nucleic Acid Res., 8:5949-5964 (1980)]
en el plasmido retrovirico pLXSN [Miller et al., Mol. Cell. Biol., 5:2985-3902 (1986)] para generar el pldsmido
pLTKSN. La expresion de HSV1-TK estd promovida por el LTR 5° del virus del sarcoma murino de Moloney. El
vector también contiene un promotor de SV40 interno que controla un gen de resistencia a neomicina (NEO). La
linea celular PA317 se transfecté mediante el plasmido pLTKSN utilizando precipitaciéon con fosfato cdlcico. La
linea celular PA317/3.0D5 (PA317/tk) produjo 10° cfu/ml, de retrovirus tal como se determiné mediante ensayo en
fibroblastos 209F [Yl4-Herttuala et al, J. Clin. Invest., 95:2692-2698 (1995)]. Antes de las inyecciones, las células
empaquetadoras se expandieron, se tripsinizaron y diluyeron a 10° células/10 ml) Optimem (Gibco BRL). Se demostrd
que las células estaban libres de micoplasma, otros contaminantes bioldgicos y virus silvestres.

Los retrovirus BAG que contienen S-galactosidasa (lacZ) se produjeron en ¢CRIP. Se produjeron titulos de 6 x 10°
cfu/ml y se utilizaron como sobrenadantes de cultivo no concentrados (DMEM, 0,5% NCA, Gibco).

Adenovirus

En los adenovirus HSVtk, el casete de expresién que consiste en el amplificador de citomegalovirus (hCMV) y
el elemento promotor -HSV 1-TK- y la sefial de poliadenilacién del virus de simio 40 (SV40) se subclonaron en el
plasmido pAdenogal [Barr et al., Gene Ther., 1:51-58 (1994)] para crear el pldsmido pAACMVTK. El pAdCMVTK
linearizado y el ADN adenovirico sub360 [McClane et al, Hum. Gene Ther., 8:739-746 (1997)] se transfectaron a
la vez en células 293 (ATCC CRL1573) y se gener6 adenovirus recombinante AACMVTK mediante recombinacién
homologa. Se purificéd el clon de virus mediante tres ciclos de ensayo en placa y a continuacion de cada ciclo se
confirm6 la presencia del casete de expresion TK en el genoma del adenovirus mediante PCR. Se realiz6 la preparacién
de AACMVTK a gran escala en células 293 y se purificé y concentré el homogenizado celular que contiene virus
mediante gradientes de CsCl, se dializé y se almacené a -80°C. El titulo de virus se determiné mediante ensayo en
placas con células 293. La preparacion de adenovirus se analiz6 para determinar la integridad del casete de expresion
TK utilizando digestiéon mediante enzimas de restriccion seguida de andlisis por transferencia Southern. La ausencia
de virus silvestres competentes en la replicacién se confirmé mediante ensayos citopaticos con células HeLa (ATCC
CCL-2) y A459 (ATCC CC185). La preparacién de virus también se ensayd para determinar que estaba libre de
contaminantes microbianos y lipopolisacdridos (ensayo Limulus, Sigma).

En lacZ, el ADNc de -galactosidasa dirigido al nicleo bajo el control del promotor de la S-actina y el am-
plificador del CMV se clonaron en la regién El, eliminada del genoma del adenovirus, utilizando recombinacién
homdloga. Los adenovirus se concentraron a un titulo de 3 x 10" pfu/ml mediante ultracentrifugacién. Los virus pu-
rificados se recogieron y dializaron en 5 mM Hepes (pH 7,8) y finalmente en 5 mM Hepes (pH 7,8) con 20% glice-
rol.

Pacientes

Se trataron quince tumores en 14 pacientes mediante terapia génica con HSVtk. Ademds, se transfectaron 7 pa-
cientes control con el gen marcador lacZ entre 4 y 5 dias antes de la reseccién. Todos los pacientes tuvieron una
calificacion Karnofsky superior a 70. La edad media de los pacientes fue de 51 afios (comprendida entre 20 y 70 afios).
El tumor fue recurrente en 13 casos (59%). Todos los pacientes recibieron corticosteroides y medicacion antiepiléptica
y en los tumores nuevos se utilizé terapia por irradiacion.

Operacion y transferencia génica

Todos los pacientes sufrieron una craneotomia y resecciéon del tumor. La reseccién fue lo mas radical posible
al microscopio. El diagnéstico de los gliomas malignos se confirmé mediante secciones congeladas en el momento
de la operacién. Después de la reseccion del tumor, se inyectaron en la cavidad del tumor células empaquetado-
ras de retrovirus HSVtk (10° células/10 ml) o adenovirus (3 x 10'° pfu/ml) en cantidades comprendidas entre 0,1
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y 0,3 ml, a una profundidad de 10 mm, mediante entre 30 y 70 inyecciones/paciente. El tratamiento con GCV (5
mg/kg/d) se administré intravenosamente via la vena subclavia dos veces al dia durante 14 dias. La medicacién co-
menz6 14 dias o 5 dias después de la reseccién del tumor y la transferencia génica en los pacientes de transferencia
génica con retrovirus o adenovirus, respectivamente. El gen de la §-galactosidasa se transfirid a 7 pacientes con-
trol mediante un catéter que se insert6 estereotdcticamente en el tumor. El catéter se dejé en el lugar hasta que se
resecciond el tumor en la craneotomia. Los vectores de transferencia génica (retrovirus BAG, titulo 6 x 10° cfu y
retrovirus, titulo comprendido entre 3 x 10® y 3 x 10'° pfu) se inyectaron en el tumor durante tres dias consecutivos,
seguido de la reseccién del tumor 1 6 2 dias mds adelante. Los pacientes con el gen marcador de SB-galactosida-
sa no se trataron con GCV. Todos los pacientes se trataron de acuerdo con la practica clinica estdndar con radio-
terapia.

Imagen de resonancia magnética nuclear

Los pacientes tratados mediante HSVtk se siguieron por MRI el primer dia post operacidn, y a las 4, 8 y 12 semanas
después de la transferencia génica y a continuacién cada segundo mes. Las imagenes de MRI se realizaron en un Mag-
neto Vision 1,5 T (Siemems) y consistieron en secuencias T1-compensadas (580/14/1 = tiempo de repeticién/tiempo
de eco/adquisicidn) axiales, de corona y sagitales, también después de un medio de contraste (gadopentetatedimeglu-
mine 0,1 mmol/kg); una secuencia compensada turbo T-2 (5400/99/2) y FLAIR (recuperacion de inversién fluidica,
TR =9000, TE = 119, AC = 1). Todas las imdgenes se adquirieron en secciones contiguas de 5 mm grosor y en una
matriz de 256 x 256. Segiin MRI el primer dia postoperacion, la reseccién quirdrgica se calificé como reseccion total,
cuando se extrajo mds del 98% del volumen tumoral; como reseccién subtotal, cuando se eliminé mas del 66% pero
menos del 98% del volumen tumoral y como reseccion parcial cuando se eliminé menos del 66% del tumor. Segin
la MRI de seguimiento, el comportamiento de los tumores se calificé como: progresivo cuando se produjo incluso la
mads minima sefial de crecimiento tumoral, estable cuando el estatus del tumor permanecié igual y regresivo cuando el
volumen tumoral decrecid.

Andlisis de sangre, orina y muestras de tejidos

Las muestras de sangre y orina se analizaron utilizando procedimientos de rutina antes de la transferencia génica,
en el primer dia post operacién y semanalmente durante la hospitalizacion, excepto la cuenta diferencial de leuco-
citos que se midié cada segundo dia durante la medicacién con GCV. Los anticuerpos antivirus se midieron antes
y dos semanas después de la transferencia génica. Los ensayos de PCR y virus silvestres se realizaron a partir de
las muestras de plasma y orina antes de la transferencia génica y los dias 3, 5, 7 y 21 después de la transferencia
génica.

El diagnéstico histolégico se realiz6 a partir de secciones congeladas en el momento de la operacién y se confirmé
mds adelante mediante secciones parafinadas utilizando tincién con hematoxilina-eosina y GFAP (Boehringer). La
actividad proliferadora de los tumores se midi6 mediante el equipo de tincién Ki67 (Dako). Después de la reseccion,
los tumores transfectados con lacZ se analizaron mediante tincién con X-gal tal como describen Puumalainen et al.,
Hum. Gene Ther., 9:1769-1774 (1998).

Neuropsicologia

Los ensayos neuropsicoldgicos se realizaron con el fin de determinar las funciones cognitivas y la calidad de
vida antes de la operaciéon y cada dos meses después del tratamiento. La evaluacién de las funciones de memoria
utilizé la Wechsler Memory Scale (WMS), que contiene siete subensayos de las capacidades de memoria a corto
plazo, ensayo de aprendizaje asociativo, recuerdo retardado, atencidn y flexibilidad del procesamiento mental. La
calidad de vida se midi6 de acuerdo con un evaluacién estandarizada de los problemas del suefio, cansancio, funciones
de la memoria, trastornos somdticos, estado de animo, funciones sensoriales y motoras, estrés, actividad, depresion,
irritabilidad, ineficacia e incertidumbre. Los pacientes transfectados con lacZ no fueron sujetos a los ensayos neuro-
psicoldgicos.

Estadistica

El andlisis estadistico de los resultados de MRI se realizé mediante el ensayo Kruska Wallis para SPSS. Los
resultados de los pacientes se analizaron mediante el ensayo exacto de Fisher para SPSS. Las estadisticas para los
analisis de laboratorio y neuropsicolégicos se evaluaron mediante Anova para SPSS.
Resultados

La Tabla I muestra los resultados de los experimentos de terapia génica.

Todos los pacientes se trataron mediante la reseccion del tumor. Se utilizaron células empaquetadoras de retrovirus
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(PA317/tk) en 7 pacientes y adenovirus (Adv/tk) en siete pacientes. Un paciente (#) recibié un tratamientos repetido
con células PA317/tk para dos tumores diferentes. Seis de los casos fueron tumores nuevos, otros fueron recidivas
de operaciones anteriores (op), radio terapia (rd) o quimioterapia (ch). El tumor se encontré localizado en el 16bulo
temporal (temp), occipital (occ), frontal (front) o parietal (pariet). (Sin) se refiere al lado derecho y (dx) al lado
izquierdo. Los anticuerpos a los virus se midieron en la sangre periférica antes y dos semanas después de la terapia.
El diagnéstico se confirmé como glioblastoma (gb) en el 82% de los pacientes, dos pacientes padecieron astrocitoma
anapldsico (aa) y dos oligodendroglioma anaplésico (ao). La actividad proliferadota de los tumores se midié mediante
tincién inmunohistoquimica con ki67. La identidad de los tumores se confirmé mediante inmuntincién de la proteina
dcida fibrilar de la glia (GFAP). El resultado se midié en meses y el (*) se refiere a la muerte del paciente. Segin la
supervivencia, la diferencia entre los pacientes tratados retro- y adenoviralmente fue significativa (p < 0,05) mediante
el ensayo exacto de Fisher. La primera MRI postoperatoria se realizé entre los dias 1 y 2 postoperacién después
de la reseccién del tumor y la terapia génica y la segunda MRI postoperatoria se realiz6 3 meses mds tarde. La
reseccion fue total si se extrajo més del 98% de la masa tumoral, subtotal si la reseccion fue de entre el 66 y el 98%
y parcial si se extrajo menos del 66% del tumor. En la MRI de seguimiento el crecimiento se valoré como progresivo
(prog) si hubo la mis minima sefial de recrecimiento tumoral. La diferencia en el crecimiento progresivo entre los
pacientes tratados con retro- y lentivirus segiin la MRI fue significativa (p < 0,05); ensayo Kruskal Wallis. NA = no
analizado.

Las transferencias génicas fueron clinicamente seguras tanto con los vectores retro- como adenoviricos y no produ-
jeron efectos adversos graves. Sin embargo, se incrementaron los ataques epilépticos en dos pacientes que recibieron
adenovirus aunque los dos pacientes habian experimentado sintomas epilépticos anteriormente. Una paciente sufrié
hemiparalisis parcialmente reversible y afasia como complicacion de la reseccion bifocal frontal del tumor. Esta reci-
bid terapia génica mediante células empaquetadoras en combinacion con la reseccion tumoral. Dos pacientes tuvieron
reacciones de fiebre después de la transferencia génica mediante adenovirus con aperturas ventriculares. La tem-
peratura corporal se elevé hasta los 39°C, pero las reacciones fueron a corto plazo y reversibles sin que quedasen
sintomas.

No se observaron alteraciones importantes en las mediciones de rutina de laboratorio. Solamente un paciente
tuvo leucopenia leve y reversible sin sintomas durante el tratamiento con GCV. Los anticuerpos a los adenovirus se
incrementaron notablemente en 3 de los 7 pacientes tratados con Adv/tk; dos también tuvieron una reaccién de fiebre.
No se produjeron cambios significativos en las funciones del higado o rifiones. No se detecté una administracién
sistémica de virus en las muestras de plasma y la orina mediante PCR y ensayos de virus silvestres. Las muestras
postmorten de un paciente se analizaron mediante PCR, lo que demostré que el tumor y los demads tejidos analizados
eran negativos para el transgen 6 mese después de la transferencia génica.

Los resultados de seguimiento por MRI no mostraron ningtin efecto o mostraron un efecto muy limitado para la
terapia génica mediante células empaquetadoras de retrovirus. Todos los pacientes tuvieron enfermedad progresiva
tres meses después de la reseccion del tumor y terapia génica. Para la terapia génica mediada por adenovirus, los
resultados de MRI fueron significativamente mejores (p < 0,05) con enfermedad estable en 3 de los 7 pacientes tres
meses después del tratamiento.

En comparacién con el grupo control tratado con lacZ, la supervivencia de los pacientes en el grupo de retrovirus

no mostré ninguna mejora. La diferencia entre los resultados de los pacientes tratados retro- y lentiviricamente fue
significativa (p < 0,05).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un adenovirus que presenta un gen funcional de timidina quinasa, para la preparacién de un
medicamento destinado al tratamiento de una cavidad tumoral cerebral resultante de la reseccién de un tumor.

2. Utilizacién segtn la reivindicacién 1, en la que el adenovirus estd libre de proteinas aparte de las asociadas
naturalmente al adenovirus.

3. Utilizacién segun las reivindicaciones 1 6 2, en la que el gen de la timidina quinasa es el gen de la timidina
quinasa del virus del Herpes Simplex.

4. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el medicamento comprende un estabi-
lizador.

5. Utilizacién segiin la reivindicacién 4, en la que el estabilizador es glicerol.

6. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el tumor cerebral es un glioma maligno.
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