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DESCRIPCION

Terapia génica para tumores sélidos, papilomas y verrugas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente al dmbito de la terapia génica. Mds particularmente, la presente
invencién se refiere a un nuevo procedimiento de terapia génica para tratar tumores sélidos, papilomas y verrugas,
utilizando un vector adenovirico, una combinacién de vectores adenoviricos, otros vectores viricos, y sistemas no
viricos transportadores de ADN.

Descripcion de la técnica relacionada

La introduccién directa de genes terapéuticos en células malignas in vivo puede proporcionar un tratamiento efec-
tivo de tumores localizados. Varias modalidades de tratamientos nuevos se han intentado recientemente. Por ejemplo,
un tratamiento implica proporcionar genes normales supresores tumorales y/o inhibidores de oncogenes activados en
células tumorales. Un segundo tratamiento implica la potenciacién de la inmunogenicidad de las células tumorales
in vivo mediante la introduccién de genes de citoquina. Un tercer tratamiento implica la introduccién de genes que
codifican enzimas capaces de conferir a las células tumorales sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos. El gen de
la timidina quinasa del virus del herpes simplex (HSV-TK) puede convertir especificamente un andlogo nucleésido
(ganciclovir) en un intermediario t6xico y provocar la muerte en las células en division. Se ha informado recientemente
por Culver et al (Science 256:1550-1552,1992) de que después del suministro del gen HSV-TK mediante transduc-
cion retrovirica, el tratamiento ulterior con ganciclovir causé de modo efectivo una regresién del tumor cerebral en
animales de laboratorio. Una caracteristica atractiva de esta modalidad de tratamiento para tumores localizados es el
denominado “efecto transeinte”. En el “efecto transetnte”, las células tumorales que expresan HSV-TK, evitan el
desarrollo de las células tumorales adyacentes no transducidas en presencia de ganciclovir. De este modo, no cada
célula tumoral tiene que expresar HSV-TK para un tratamiento efectivo del cancer.

El retrovirus HSV-TK utilizado por Culver ef al, sin embargo, estaba limitado por un titulo viral bajo. De esta
forma, el tratamiento efectivo de los tumores cerebrales requeria la inoculacién en los animales de células productoras
de virus mas que el aislado virico en si mismo. Ademads, en experimentos previos con ratas singergeneicas tratadas con
un retrovirus y ganciclovir, los tumores se necrotizaron y fueron invadidos por macréfagos y linfocitos. En el ejemplo
1, a continuacion, se utilizaron ratones atimicos y las células tumorales se destruyeron sin implicacién aparente de la
respuesta inmune celular.

El documento WO 93 02556 da a conocer vectores retrovirales que codifican proteinas suicidas y citoquinas para
el tratamiento del cdncer o de células infectadas viricamente. Asimismo, da a conocer la generacion de la combinacién
de susceptibilidad génica y de células cancerosas transgénicas para genes citoquinicos.

En Y. Haj-Ahmad y EL. Graham, 1986, J. VIROLOGY, 57:267-274 y en Berkner, KL, 1988, BIOTECHNIQUES,
6:616-629, se dan a conocer vectores adenovirales para el suministro de genes heterélogos tal como el HSV-tk.

Una revision general de los sistemas de suministros génicos, tal como los vectores adenoviricos, aparece en Mu-
lligan, R.C., 1993, SCIENCE, vol. 260: 926-932.

La técnica anterior sigue mostrandose deficiente en la falta de una técnica terapéutica génica eficiente para el
tratamiento de tumores sdlidos. La solicitud de patente de la misma familia, EP-A-0719147, se refiere a un vector
adenovirico y a la composicion para tratar tumores sélidos, papilomas o verrugas en un animal no humano o en un
humano.

La presente solicitud divisoinaria se dirige a un sistema de suministro de ADN para la administracién de un gen
suicida y de una o mds genes citoquinicos que se contienen en el ADN para un individuo, para el tratamiento de un
tumor sélido, papiloma o verruga en un animal no humano o en un humano, siendo seleccionado dicho sistema de
suministro de ADN de entre un vector virico, un vector episémico, un liposoma, un lipido catiénico o un sistema
de suministro no virico formado por el ADN o el ARN de interés, una porcién que reconoce y se une a un receptor
superficial celular o a un antigeno, una porcién de unién al ADN, y una porcidn litica que permite el transporte de un
complejo desde la superficie celular al citoplasma; en el que el gen suicida y el o los diversos genes citoquinicos estan
contenidos en dicho ADN o ARN y pueden expresarse, y en el que el gen suicida estd adaptado para codificar una
proteina capaz de convertir enzimdticamente in vivo un profarmaco que se administra a dicho animal o al hombre en
un compuesto téxico.

Otras caracteristicas y ventajas resultardn evidentes a partir de la descripcion siguiente de las formas de realiza-
cioén actualmente preferidas de la invencidn, que se proporcionan con propdsito de exposicién cuando se expresan
conjuntamente con las figuras adjuntas, en las que:

la Figura 1 muestra una representacion esquematica de la construccidn de vectores adenoviricos recombinantes
que contienen el gen de la timidina quinasa (HSV-TK) del virus del herpes simplex;
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la Figura 2 muestra la transduccion eficiente in vitro de las células C6 del glioma, utilizando un vector adenovirico
recombinante que contiene el gen bacteriano de la 8-galactosidasa (8-gal). Cuadro A: moi =0; Cuadro B: moi=125;
Cuadro C: moi=500 y Cuadro D: moi = 2.000;

la Figura 3 muestra la actividad enzimdtica de HSV-TK en las células C6 del glioma después de la transduccion
con un vector adenovirico recombinante que contiene el gen HSV-TK;

la Figura 4 muestra la susceptibilidad a la toxicidad del ganciclovir de las células C6 del glioma transducidas por
Ad/RSV-TK in vitro;

la Figura 5 muestra la estrategia para la terapia génica de los tumores cerebrales utilizando vectores adenoviricos
recombinantes que contienen HSV-TK; y

la Figura 6 muestra una estrategia para la terapia génica de un tumor sélido genérico;

la Figura 7 muestra animales experimentales a los 20 dias después de la inoculacién de células C6 de glioma en
el cerebro, seguido por administracién estereotdctica de AD/RSV-TK. El animal que se encuentra a la izquierda fue
tratado con PBS y el animal que estd a la derecha, con ganciclovir;

la Figura 8 muestra el cerebro entero de ratones tal como se describe en la Fig 7 después de tratamiento con PBS
(izquierda) o ganciclovir (derecha);

la Figura 9 muestra un esquema del efecto del tratamiento con ganciclovir y la regresién (MOD) del tumor mamario
HSV-TK+;

la Figura 10 muestra el efecto del tratamiento con ganciclovir sobre el tamafio (MOD) del tumor mamario HSV-
TK*;

la Figura 11 muestra un esquema del efecto transetinte cuando células tumorales mamarias parentales (MOD) y
células tumorales que contienen el gen HSV-TK. se mezclaron e inyectaron subcutdneamente en ratones;

la Figura 12 muestra el efecto de PBS o del ganciclovir sobre el tamafio tumoral cuando los ratones se habian
tratado con células tumorales 100% parentales, células tumorales que contenian 100% de HSV-TK, 90% de células
parentales/10% de células tumorales HSV-TK o 50% de células parentales/50% de células (MOD) tumorales mamarias
HSV-TK;

la Figura 13 muestra el efecto de la dosis de ganciclovir sobre el tamafio del tumor cerebral después de la terapia
génica mediada por el adenovirus. Se detectaron pequeflos tumores residuales en algunos cerebros de ratas tratadas
con ADV/tk que recibieron menos de 80 mg/kg de ganciclovir. Barras de error=S.D. Tratamientos, dreas tumorales
promedio + S.D. y tamafios de muestra son: A ADV-tk + PBS, 36,89+6,73 mm? (n=3); B ADV-Bgal + 150 mg/kg de
ganciclovir, 28,75+0,55 mm? (n=4); C ADV-tk + 150 mg/kg de ganciclovir, -0 mm(n=2); D ADV-tk + 100 mg/kg de
ganciclovir, 0 mm? (n= 4) E ADV-tk + 80 mg/kg de ganciclovir, 0 mm? (n=2); F ADV-tk+50 mg/kg de ganciclovir,
0,25 + 0,29 mm? (n=4),G ADV-tk + 20 mg/kg de ganciclovir, 1,79 + 3,52 mm? (n=4); H ADV-tk+ 10 mg/kg de
ganciclovir, 0,01+0,004 mm? (n=4);

la Fig 14 ilustra los resultados de un estudio de supervivencia de animales tratados con ADV-Sgal o ADV-tk y
entonces 50 mg/kg de ganciclovir dos veces al dia durante 6 dias. A: animales tratados con ADV-Sgal més ganciclovir
murieron en un intervalo de 22 dias (-; n=7); B: animales en el primer grupo tratados con ADV-tk mds ganciclovir
permanecieron vivos después de 120 dias, excepto un animal que murié después de 98 dias por causa desconocida
(---; n=4): C: animales en el segundo grupo tratados con ADV-tk mas ganciclovir permanecen vivos después de 80
dias (----; n=5);

la Figura 15 muestra la transducciéon ADV/RSV-TK de las células cancerosas escamosas humanas HLaC-79 in
vitro, seguido por el tratamiento de 10 ug/ml de GCV (barras continuas) o PBS (barras rayadas). La supervivencia
celular se evalué 68 horas después de la transduccion, tanto en los grupos con tratamiento GCV como en los de control
PBS. El tratamiento con GCV dio lugar a una eliminacion de las células cancerosas del 85 a 90x a una M.O.I. muy
bajo. Los controles no transducidos (M.O.I=0) y los controles PBS no demostraron toxicidad hasta un M.O.I de 25;

la Figura 16 presenta el porcentaje principal de necrosis de los tumores de células escamosas in vivo, para cada
grupo experimental. Se aprecid un efecto citotéxico sustancial (con una necrosis del 41%) después de la transduccién
adenovirica y del tratamiento con ganciclovir (TK+ C+), comparado con los controles (necrosis de entre el 0 y el
2,2%). Significado estadistico para el andlisis de la prueba de la t: p<0,001;

la Figura 17 muestra valores de indices tumorales (puntos) que muestran la respuesta clinica total para cada animal
en los grupos experlmentales Los datos en o por debajo de la linea horizontal(indice tumoral de 30 o inferior) indican
casi una regresion tumoral total. Las barras muestran valores promedio para cada grupo. Se aprecid una respuesta clini-
ca espectacular en los animales con tratamiento completo (TK+G+), comparada con cada grupo de control (p<0,001-
0,02) por el anélisis Mann-Whitney);
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la Figura 18 muestra la caracterizacién funcional de los vectores adenoviricos recombinantes: susceptibilidad a
GCV de progenies celulares tumorales colénicas MCA-26 transducidas con ADV/RSV-tk. Las células MCA-26 se
transdujeron con ADV/RSV-tk con varias multiplicidades infecciosas, seguido por el tratamiento con PBS o 10 ug/ml
12 horas més tarde. A los 3 dias, las células viables se determinaron mediante tincién con azul tripan;

la Figura 19 muestra los resultados de un bioensayo IL2 murino de los medios condicionados de células B16
transducidas con ADV/RSV-mIL2. Los medios condicionados se afiadieron a una progenie celular T murina CTLL-2
y que se cultivé durante 20 horas. Se afiadi6 la H*-timidina durante otras 4 horas y las células se recuperaron utilizando
un recogedor celular PHD. La H*-timidina se determind mediante contaje de centelleo liquido y se muestran las cpm
promedio de cultivos por triplicado;

la Figura 20 demuestra tamafios tumorales residuales en animales después de varios tratamientos terapéuticos géni-
cos. Se midieron las maximas dreas de corte transversal de los tumores mediante anélisis morfométrico computarizado.
El nimero acumulativo de animales en los 5 grupos de tratamiento de dos experimentos separados fueron 14 (Sgal);
8 (mIL2); 7 (Bgal + mIL2); 12 (tk) y 10 (tk + mIL2). Las barras de error representan desviaciones estdndar en cada
grupo de tratamiento;

la Figura 21 muestra la inmunidad sistémica anti tumoral contra estimulos de células tumorales parentales en si-
tios distales. Las células tumorales se inocularon subcutdneamente en animales de la totalidad de los cinco grupos de
tratamiento. se inyectaron 1x10° Células MCA-26 en el costado derecho de los animales un dia después del cumpli-
miento del tratamiento con GCV, y 2x10® de células tumorales mamarias MOD se inyectaron en el costado izquierdo
de los animales. Estas fueron dosis tumorigénicas que dardn lugar a tumores visibles de tamafios similares en ratones
BALB/c normales después de 7 dias. La presencia de tumores subcutidneos en los animales estimulados se aprecid
visualmente después de una semana. El nimero de animales estimulados con MCA-26 fue de 6 en cada grupo y los
que fueron estimulados con MOD oscilaron entre 2 y 4 por grupo;

la Figura 22 muestra la respuesta de los linfocitos T citotéxicos en los animales, después de varios tratamientos de
terapia génica. Se aislaron esplenocitos a partir de los animales en varios grupos de tratamiento, a los 3 dias después
de que finalizase la administracién de GCV. Se estimularon 6x10° esplenocitos in vitro mediante el cocultivo con
5x10° células MCA-26 irradiadas, durante 5 dfas antes de que se llevaran a cabo los ensayos de liberacién de *'Cr.
El porcentaje de lisis de las células diana MCA-26 antes de la liberacién de Cr’' se graficé con respecto a varias
relaciones de células efectoras/diana. Los datos representan la liberacién especifica promedio de Cr®' a partir de los
cultivos por triplicado; y

la Figura 23 muestra el bloqueo in vitro de la respuesta CTL utilizando anticuerpos monoclonales contra CD4
o CD8. Los esplenocitos de los animales tratados con ADV/RSV-tk + ADV/RSV-mIL2 se estimularon in vitro en
la leyenda de la Figura 5A; y las células efectoras se incubaron entonces con varias concentraciones de anticuerpos
sin azida sédica, purificados (GKIL.5, anticuerpo monoclonal para CD4 o 2.43, anticuerpo monoclonal para CD8§,,
Pharmingen) a 37°C durante 30 minutos. El ensayo de liberacion de Cr*' se 1levé a cabo a una relacion células efecto-
ras/diana de 50/1;

Los dibujos no estdn necesariamente a escala. Ciertas caracteristicas de la invencién pueden exagerarse a escala o
mostrarse de forma esquemdtica para unas mayores concision y claridad.

Descripcion detallada de la invencion

Resultard evidente para el experto en la materia que pueden introducirse varias sustituciones y modificaciones en
la invencién que se da a conocer en la presente memoria, sin apartarse del alcance y del espiritu de la invencién.

El término “vector” tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una construccién compuesta de material
genético disefiada para dirigir la transformacién de una célula diana. Un vector contiene multiples elementos genéticos
orientados secuencial y posicionalmente, es decir, unidos operativamente con los otros elementos necesarios tales
como el dcido nucleico en un casete de dcido nucleico que pueda transcribirse, y cuando sea necesario, traducirse
en las células transfectadas. En la presente invencion, el vector preferido comprende los elementos siguientes unidos
operativamente para la expresion funcional: un promotor, una secuencia conductora 5’ ARNm, un sitio de iniciacion,
un casete de 4cido nucleico que contiene la secuencia que va a expresarse, una region 3’ no traducida, y una sefal de
poliadenilacion.

El término “transformacidn estable” tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la transformacion en
la que la secuencia 4cido nucleica terapéutica introducida (gen suicida) es, o la secuencia dcido nucleica terapéutica
introducida y la secuencia citoquinica son, incorporados en los cromosomas de la célula entera. Esto conduce a un
cambio estable evidente o a la transformacién de una caracteristica dada de una célula.

El término “transformado” tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un procedimiento para llevar a
cabo o introducir un cambio estable en las caracteristicas (fenotipo de expresion) de una célula, mediante el mecanismo
de transferencia génica, por el que el ADN o el ARN se introducen en una célula de forma que expresan un producto
génico especifico o altera a su expresion, o afecta a los productos génicos endégenos. El vector puede introducirse en
la célula mediante diversos procedimientos que incluyen la microinyeccion, la precipitacién por CaPO,, la lipofeccién
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(fusién liposémica), utilizacién de un cafién génico y un vector de ADN transportador. Los adenovirus recombinantes
que contienen el gen HSV-TK pueden ser gobernados por varios promotores que incluyen el del citomegalovirus, LTR
del virus del sarcoma de Rous, LTR del virus de la leucemia murina, del virus 40 simiano temprano y tardio, y de los
genes endégenos HSV-TK. Los adenovirus recombinantes se utilizan para suministrar eficientemente el gen HSV-TK
a los tumores. Los vectores adenoviricos presentan varias caracteristicas bioldgicas que les hacen més efectivos que
el retrovirus para la terapia génica somdtica de los tumores cerebrales. Los vectores adenoviricos poseen un amplio
espectro celular y hospedador; la infeccion miiltiple de células huésped puede producir altos niveles de expresion
génica; la infeccién es episomica, de modo que existe una pequefia posibilidad de que pueda tener lugar la mutacién
insercional de genes huéspedes; y pueden producirse altos titulos viricos de hasta 1x10'" particulas /ml.

Una amplia variedad de cédnceres, papilomas y verrugas pueden ser tratados mediante la misma estrategia tera-
péutica. Ejemplos representativos incluyen carcinoma de colon, cdncer prostatico, cincer mamario, cadncer pulmonar,
céancer de piel, cdncer hepdtico, cancer dseo, cdncer ovdrico, cancer pancredtico, cidncer cerebral, cdncer de cuello y
cabeza, linfoma, y otros tumores sélidos. Ejemplos representativos de papilomas incluyen verrugas genitales, epider-
moplastia verruciforme y verrugas malignas.

El término “casete de 4cido nucleico” tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere al material genético
de interés que puede expresar una proteina, o un péptido, o ARN. El casete 4cido nucleico estd unido operativamente,
es decir, orientado secuencial y posicionalmente en un vector, con otros elementos necesarios, de forma que el dcido
nucleico en el casete puede ser transcrito y, cuando sea necesario, traducido.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para tratar un tumor sélido localizado, papiloma o verruga en
un animal o en el hombre, que comprende las etapas de introducir directamente un vector adenovirico en dicho tumor
o papiloma, el cual vector comprende los elementos siguientes unidos secuencialmente a una distancia apropiada para
la expresién funcional: un promotor, una secuencia conductora 5’ARNm, un sitio de iniciacion, un casete de acido
nucleico que contiene la secuencia que va a expresarse, una regién 3’ no traducida, y una sefial de poliadenilacion; y
administrar un profarmaco al animal o al hombre, en el que el profarmaco se convierte in vivo en un compuesto téxico.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para tratar tumores sélidos, papilomas o verru-
gas en un animal o en el hombre, que comprende las etapas que consisten en introducir directamente un vector adeno-
virico en un tumor sélido, comprendiendo dicho vector los elementos siguientes unidos secuencialmente a distancia
apropiada para la expresién funcional: un promotor, una secuencia conductora 5’ARNm, un sitio de iniciacién, un
casete de dcido nucleico que contiene un gen suicida, una regién 3’ no traducida, y una sefial de poliadenilacién; e
introduciendo al mismo tiempo un segundo vector adenovirico, que comprende los elementos siguientes unidos se-
cuencialmente a una distancia apropiada para la expresion funcional; un promotor, una secuencia conductora 5’ ARNm,
un sitio de iniciacién, un casete de 4cido nucleico que contiene un gen citoquinico, una regién 3’ no traducida, y una
sefial de poliadenilacién; y administrando un profirmaco a un animal o al hombre, en el que el profarmaco se convierte
in vivo en un compuesto toxico.

Ademids de los vectores adenoviricos, pueden utilizarse otros sistemas de suministro, virales o no. Un sistema
dirigido para formas no virales de ADN o de ARN, requiere cuatro componentes; 1) el ADN o el ARN de interés; 2)
una porcién que reconozca y se una a un receptor superficial celular o antigénico; 3) una porcién de unién al ADN y 4)
una porcién litica que permita el transporte del complejo desde la superficie celular al citoplasma. Ejemplos de dichos
sistemas de transferencia no virica pueden encontrarse en Smith y Woo, documento WO 93/18759 registrada el 20 de
marzo de 1992. Ademds, pueden utilizarse liposomas y lipidos catiénicos para suministrar las combinaciones génicas
terapéuticas para obtener el mismo efecto. Vectores viricos potenciales incluyen los vectores de expresion derivados
de virus tales como el virus de la vacuna, virus herpes, y virus del papiloma bovino. Ademads, pueden utilizarse
vectores episdmicos. En la técnica, se conocen otros vectores de ADN y sistemas de transporte. Habitualmente, la
forma preferida de realizacion considera la utilizacién de un sistema adenovirico.

En el procedimiento de la presente invencion, la secuencia acido nucleica terapéutica o “gen suicida” es un acido
nucleico que codifica un producto que provoca la muerte celular por si mismo o en presencia de otros compuestos.
Un ejemplo representativo de dicho dcido nucleico terapéutico (gen suicida) es el que codifica la timidina quinasa del
virus del herpes. Otros ejemplos son la timidina quinasa del virus zoster de la varicela y la citosina desaminasa génica
bacteriana que puede convertir la 5-fluorocitosina en el compuesto 5-fluorouracilo muy téxico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “profirmaco” significa cualquier compuesto que sea 1til en los pro-
cedimientos de la presente invencidén y que pueda convertirse en un producto téxico, es decir, toxico para las células
tumorales. El profarmaco se convierte en un producto téxico mediante el producto génico de la secuencia dcido nuclei-
ca terapéutica (gen suicida) en el vector util en el procedimiento de la presente invencion. Ejemplos representativos de
dicho profarmaco es el ganciclovir, que es convertido in vivo en un compuesto téxico por la HSV-timidina quinasa. El
derivado del ganciclovir es téxico posteriormente para las células tumorales. Otros ejemplos representativos de pro-
farmacos incluyen el aciclovir, FIAU [1-(2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosil)-5-yodouracilo], la 6-metoxipurina
arabindsido para VZV-TK, y la 5-fluorocitosina para la citosina desaminasa.

El ganciclovir puede ser administrado facilmente por el experto en la materia. El experto en la materia podra
facilmente determinar la dosis y la via mds apropiadas para la administracion del ganciclovir. Preferentemente, el
ganciclovir se administra aproximadamente a una dosis de entre 1 y 20 mg/kg de peso corporal. Preferentemente, el
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aciclovir se administra a una dosis de entre 1 y 100 mg/dia /kg de peso corporal y FIAU se administra a una dosis de
entre aproximadamente 1 y 50 mg/dia/kg de peso corporal.

En otro procedimiento de la presente invencion, un adenovirus que contiene una secuencia génica citoquinica
puede ser gobernado por varios promotores, incluyendo la larga repeticién terminal del virus del sarcoma de Rous, el
promotor citomegalovirico, la LTR del virus de la leucemia murina, los promotores del virus 40 simiano temprano y
tardio, y la timidina quinasa del virus del herpes simplex. El adenovirus que contiene el gen citoquinico puede entonces
coadministrarse con el adenovirus que contiene el gen suicida, para llevar a cabo una “terapia de combinacién génica”.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “gen de citoquina” significa un gen que codifica una de las sustancias
solubles producidas por las células linfoides o no linfoides, caracterizadas por su capacidad para responder a un inva-
sion antigénica. Esto incluye los inferones y los factores implicados en la estimulacion de los linfocitos T citoliticos y
colaboradores para organizar una respuesta antitumoral efectiva, asi como los macréfagos y los monocitos para ayudar
en la activacién de los linfocitos B para las células productoras de anticuerpos. Los genes de citoquina incluyen la in-
terleucina-1, la interleucina-2, la interleucina-4, la interleucina-6, la interleucina-7, la interleucina-10, la interleucina-
12, el interferén-c, el interferén-g, el interferén-o, los factores de necrosis tumoral « y S, el factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF).

Las abreviaturas que se utilizan en la presente memoria incluyen: ADV/RSV-TK, un vector recombinante que
contiene el gen de la timidina quinasa gobernado por la larga repeticion terminal del virus del sarcoma de Rous; RSV-
B-gal, el mismo vector que anteriormente pero que contiene el gen para la §-galactosidasa; TK gen de la timidina
quinasa del virus herpes simplex; GCV, ganciclovir; PBS, solucién salina fosfotamponada.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo de la invencion.
Ejemplo 1

Terapia génica para tumores cerebrales: Regresion de gliomas experimentales mediante transferencia génica in vivo
mediada por adenovirus

Construccion del vector adenovirico. La construccién de los vectores adenoviricos recombinantes conteniendo el
gen de la timidina quinasa (HSV-TK) del virus del herpes simplex (Summers W.C. et al, en PNAS 78 (3), paginas
1441-1445 (1981), se muestra en la Figura 1. Estos distintos vectores se construyeron, cada uno, con un promotor
diferente, que se insertd en el extremo 5’ de la secuencia codificante y en la sefial de poliadenilacién del gen HSV-TK:
(1) la larga secuencia de repeticioén terminal del virus del sarcoma de Rous (Ad/RSV-TK): (2) el promotor temprano
del gen del citomegalovirus (Ad/CMV-TK), y (3), el promotor del gen de la timidina quinasa del virus del herpes
simplex (Ad/HSV-TK).

Transduccion de las células C6 del glioma. La transduccion de las células C6 del glioma in vitro se llevd a cabo
utilizando un vector adenovirico recombinante que contenia el gen bacteriano de la S-galactosidasa. Se sembraron
5x10° células C6 sobre pocillos de 1,5 cm de didmetro, transduciéndose con AdV/RSV-B-gal a distintas dosis virales,
y tifiéndose con X-gal dos dias después. El cuadro A muestra los resultados utilizando una m.o.i. de 0. El cuadro B
muestra los resultados utilizando una m.o.i. de 125. El Cuadro C muestra los resultados utilizando una m.o.i. de 500 y
el Cuadro D muestra los resultados cuando se utilizé un mol de 2.000.

Transduccion de células C6 utilizando el gen HSV-TK. La transduccion de las células C6 se llevd asimismo a
cabo utilizando un vector adenovirico recombinante que contenia el gen HSV-TK (Ad/RSV-TK). Se sembraron 5x10°
células C6 sobre pocillos de 1,5 cm de didmetro, transduciéndose con el vector virico a distintas dosis virales, tal como
se indica. Las células se recuperaron dos dias mds tarde y se prepararon extractos proteicos. La actividad enzimadtica de
HSV-TK se determiné mediante la fosforilacién del H*-aciclovir tal como se describe en James et al., J. Biol. Chem,
253 (24); 8721-8727 (1978).

Como puede apreciarse en la Figura 3, la actividad de HSV-TK fue superior en las células C6 después de la
transduccién con AD/RSV-TK teniendo una M.O.I. de 1.000 y 2.000, respectivamente.

Susceptibilidad al ganciclovir de las células HSV-TK+ C6. La susceptibilidad a la toxicidad del ganciclovir de
las células C6 del glioma transducidas por Ad/RSV-TK, se muestra en la Figura 4. Las placas por duplicado de las
células transducidas viricamente en la Figura 3, se sometieron al tratamiento con 2 ug/ml de ganciclovir, realizdndose
el recuento de las células supervivientes a las 72 horas.

La Figura 4 muestra el efecto del ganciclovir en las células C6 después de la transducciéon con AD/RSV-TK.
La Figura 4 muestra que una m.o.i. de 250 produjo una muerte celular del 62,5%, y que una M.O.1. de 500 dio
lugar a una muerte celular del 75%. Mds intensamente, una m.o.i. de 1.000 dio lugar a una muerte celular del 95%
aproximadamente.

Estrategia de la terapia génica. La estrategia para la terapia génica del cancer cerebral utilizando vectores ade-
noviricos recombinantes conteniendo HSV-TK se muestra en las Figuras 5 y 6. En la Figura 5, las células C6 del
glioma se inyectaron estereotdcticamente en el cerebro desnudo de ratones, con un pequefio carboncillo para marcar
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el sitio de la inyeccién. Aproximadamente una semana después, se inyecté Ad/RSV-TK estereoticticamente en el
tumor. Los ratones se dividieron entonces en 2 grupos, tratindose uno con ganciclovir durante 6 dias y el otro con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los animales se mantuvieron entonces sin tratamiento ulterior hasta que
se desarrollaron los tumores, es decir, en alrededor de una a dos semanas.

La Figura 6 muestra inyecciones intraorgdnicas de células tumorales en ratones. Después de 4-8 dias, los ratones
se dividieron en dos grupos. En un grupo, se inyecté AD/B-gal en el tumor y en el otro grupo, se inyect6 AD/HSV-TK
en el tumor, Después de alrededor de 1-2 semanas, la mitad de los ratones en cada grupo se trat6 con PBS y la otra
mitad con ganciclovir. S6lo los ratones tratados con ganciclovir y AD/HSV-TK mostraron regresion tumoral.

Efecto de la inyeccion de Ad/RSV-TK y de Ganciclovir sobre los tumores cerebrales. Se inocularon animales ex-
perimentales con 10* células C6 de glioma mediante inyeccion estereotdctica en el cerebro. Después de 4-8 dias, se
inyectaron estereoticticamente en el mismo sitio 3x10® particulas del vector adenovirico recombinante, que contenia
el gen HSV-TK (Ad/RSV-TK). Doce horas después, los animales se trataron diariamente mediante la administracién
intraperitoneal con tampén (PBS) o con Ganciclovir (GCV:125 mg/kg) durante 6 dias seguidos. Los animales se man-
tuvieron sin tratamiento ulterior hasta el dia 20 a partir del dia de la inoculacién de las células tumorales, anotdndose
la aparicién de tumores cerebrales para los animales individuales.

La Figura 7 muestra los animales experimentales a los 20 dias después de la inoculacién de las células C6 del
glioma en el cerebro, seguida por la administracion estereotictica de Ad/RSV-TK. En el cuadro izquierdo de la Figura
7 se muestra un animal representativo tratado con PBS con un tumor cerebral obvio, y en el cuadro derecho de la
Figura 7, se muestra un ratén representativo tratado con GCV sin un tumor cerebral obvio.

Anatomia macroscopica de los cerebros de ratones con 'y sin tumor. La Figura 8 muestra cerebros completos de
ratones después de tratamiento con PBS (a la izquierda) o con ganciclovir (a la derecha), tal como se describe en
el Ejemplo 6. Los cerebros se obtuvieron de animales experimentales a los 20 dias después de la inoculacién de
las células tumorales, tal como se ha descrito anteriormente. La masa tumoral en los ratones tratados con PBS se
diseccioné a partir del cerebro y se situd en la parte superior del érgano. Ademads, a causa de que las células C6 del
glioma se inyectaron originariamente en el cerebro de los ratones con un pequefio carboncillo, el cerebro de los ratones
tratados con ganciclovir muestra una marca de carboncillo que demuestra el sitio de la inyeccién de células tumorales.

TABLA I

Tratamiento de tumores cerebrales con un vector adenovirico que posee el gen HSV-TK

TRATAMIENTO PBS GCV
Numero de animales tratados 4 4
NuUmero de animales con tumor cerebral 4 1

Ejemplo 2
Efecto del ganciclovir en una progenie celular de cdncer mamario

Tratamiento de tumores cancerosos mamarios localizados en ratones. El efecto transetinte en los tumores sélidos
se examino utilizando una progenie celular cancerosa mamaria (MOD) derivada de los ratones BALB/c. Esta proge-
nie celular forma facilmente tumores localizados mediante inyeccion subcutdnea de células tumorales en receptores
congénicos. Asi, esta progenie celular puede utilizarse como un modelo para la terapia génica en el cdncer mamario.

La Figura 9 es un esquema del efecto del tratamiento con ganciclovir y la regresién del tumor con HSV-TK+.
La Figura 9 muestra que, en un caso, las células tumorales parentales se inyectaron subcutdneamente en ratones. Los
ratones se dividieron en dos grupos. Un grupo se traté con PBS; el otro se traté con GCV durante 5 dias. Dos semanas
mads tarde, los animales se sacrificaron. La Figura 9 muestra asimismo que se inyecté a otro grupo de ratones con
células tumorales en las que el gen HSV-TK se habia insertado in vitrro (HSV-TK+). A continuacidn, los ratones se
trataron con PBS o GCV, tal como se ha descrito anteriormente.

La Figura 10 muestra el efecto del tratamiento con ganciclovir en el tamafo tumoral. El cuadro superior muestra
que existi6 una diferencia poco significativa entre el tratamiento con PBS o con GCV en los ratones a los que se
inyect6 con sélo las células parentales. El cuadro inferior de la Figura 10 muestra que el tratamiento con ganciclovir
redujo significativamente el tamafio tumoral cuando el gen HSV-TK se habia insertado en las células tumorales antes
de la inyeccion a los ratones.

La Figura 11 muestra un esquema del efecto transednte. En el esquema de la Figura 11, las células tumorales
parentales y las células tumorales que contenian el gen HSV-TK se mezclaron y se inyectaron subcutdneamente en
ratones. Los ratones se trataron entonces con PBS o bien con GCV.
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Resultados

Las células MOD transformadas con el gen HSV-TK in vitro mostraron una potenciacién importante de la sensi-
bilidad a los efectos toxicos del ganciclovir, con respecto a las células tumorales parentales. Cuando se ensayaron in
vivo, no sélo el crecimiento de las células MOD transformadas con el gen HSV-TK fue inhibido por la administracién
intraperitoneal del ganciclovir, sino que los tumores s6lidos también experimentaron una regresion en los ratones.
La regresidn, sin embargo, no se observé con los tumores derivados puramente de las células tumorales parentales.
De manera mds importante, se observé asimismo un intenso efecto “transetnte” en las células tumorales mamarias
in vivo. Cuando a los animales se les coinyectd con las células MOD que expresaban el HSV-TK y con las células
tumorales parentales, una cantidad tan pequefia como el 10% de las células que expresaba el HSV-TK fue suficiente
para inhibir completamente el desarrollo tumoral en los animales después del tratamiento con ganciclovir (Figura 12).
En este conjunto de animales, sin embargo, los tumores experimentaron recurrencia después de entre 30 y 45 dias.
Por otra parte, los animales que fueron inoculados con el 90% o el 50% delas células TK+ permanecieron libres de
tumores durante este periodo.

La especificidad del tipo celular de la expresion del gen HSV-TK después de la administracién del vector ade-
novirico recombinante en un tumor sélido particular, en un papiloma o en una verruga, puede también obtenerse
utilizando promotores especificos tisulares para dirigir la transcripcién del gen HSV-TK. Algunos ejemplos de los
diversos promotores especificos tisulares se muestran en la Tabla II.

TABLA I
TUMOR PROMOTORES
hepatico albumina, alfa-fetoproteina, a;-antitripsina, transferrina, transtiretina
colon anhidrasa carboénica |, antigeno carcinoembrionario

ovario placenta estrégenos, aromatasa citocromo P450, P450 de fragmentacion de la cadena
lateral del colesterol, 17-alfa-hidroxilasa P450

préstata antigeno especifico prostatico, gen gp-91-phox, calicreina especifica
prostatica (jJKLK2)

mama, G.I. erb-B2, erb-B3, B-caseina, B-lacto-globulina, WAB (proteina acida del suero
de leche)

pulmon proteina C Uroglobina surfactante (cc-10, proteina Cliacell de 10 kd)

piel k-14-queratina, queratina humana 1 6 6, loicrina

cerebro proteina acida fibrilar glial, proteina especifica astrocitica madura, mielina,
tirosina-hidroxilasa

pancreas vilina, glucagon, polipéptido amiloide del islote insulinico (amilina)

tiroides tiroglobulina, calcitonina

hueso colageno alfa 1 (1), osteocalcina, sialoglicoproteina 6sea

rinén renina, fosfatasa alcalina hepatica/6sea/renal, eritropoyetina (epo)

Ejemplo 3

Terapia génica de gliomas experimentales mediada por adenovirus

La eficacia de la terapia génica mediada por adenovirus para tratar tumores cerebrales se mostré en un modelo
singeneico de glioma. Las células tumorales se transdujeron in sifu con un adenovirus defectuoso en la replicacion
(ADV) que transportaba el gen de la timidina quinasa del virus del herpes simplex (HSV-tk) controlado por el promotor
del virus del sarcoma de Rous. La expresion del gen HSV-tk permite a la célula transducida convertir el farmaco
ganciclovir a una forma que es citotdxica para las células en divisién. Los tumores se generaron en 344 ratas Fisher
mediante el implante estereotaxico de células 9L del glicosarcoma en el niicleo caudado. Tras ocho dias mds tarde,
los tumores se inyectaron con el ADV que transportaba el gen HSV-tk (ADV-tk) o con un vector ADV control que
contenia el gen de la S-galactosidasa (ADV-Bgal), tratdindose las ratas con ganciclovir o con solucién salina. El tamafio
tumoral se midi6 20 dias después de la implantacién de las células 9L o cuando murieron. Las ratas tratadas con ADV-
Bgal y ganciclovir o con ADV-tk y solucién salina presentaban grandes tumores. No se detectaron tumores en los
animales tratados con ADV-tk y con ganciclovir a dosis > 80 mg/kg. Un infiltrado de macréfagos y linfocitos en el
sitio de la inyeccion en los animales tratados con ADV-tk y ganciclovir indicaba una activa reaccién inmune local.
En estudios de supervivencia, todos los animales tratados con ADV-tk y ganciclovir permanecieron vivos un tiempo
superior a 80 dias, y hasta 120 dias después de la induccién del tumor, mientras que todos los animales no tratados
murieron a los 22 dfas. Estos resultados demuestran que la transferencia mediada por el adenovirus de HSV-tk a las
células del glioma in vivo, confiere sensibilidad al ganciclovir, y representa un procedimiento para tratar los tumores
cerebrales.
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Constructos adenoviricos. Se preparé el vector ADV-tk insertando HSV-tk en el plasmido que contenia el promotor
de larga repeticion terminal del virus del sarcoma de Rous (RSV-LTR) para generar pADL.1/RSV-tk (Chen et al,
1994). Se produjo el adenovirus recombinante mediante cotransfeccién de las células 293 con pADL.1/RSV-tk y un
plasmido, pJM17, que contenia el genoma del adenovirus. Las células 293 son células renales humanas transformadas
con laregion E1 del genoma del adenovirus. Cuando las células 293 se cotransfectaron con pADL.1/RSV-tk y pJM17,
se obtuvo un adenovirus defectuoso en la replicacion, mediante recombinacién homéloga (Graham y Prevec, 1991).
Se determiné el titulo virico mediante absorbancia 6ptica a 260 nm. Como vector de control, se utilizé un vector
adenovirico defectuoso en la replicacién que transportaba el gen de la S-galactosidasa de E. coli bajo el control de
RSV-LTR (ADV-Bgal).

Generacion de tumores experimentales. In vivo, las células tumorales 9L presentan una morfologia que se describe
como glioblastoma y sarcoma, o gliosarcoma (Barker et al, 1973; Weizaecker et al, 1981). Las células 9L del glioma
se conservaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con suero bovino fetal al 10%,
penicilina (100 U/ml), y estreptomicina (100 pg/ml) en CO2 al 5% a 37°C. Las células tumorales se recuperaron para
inyeccion, tratando las células a 37°C con tripsina al 0,25% en 1,0 mM de 4cido tetra acético-etilendiamina durante 5
minutos. Las células se recogieron en DMEM, se lavaron, y se volvieron a suspender en solucién salina equilibrada
de Hank (HBSS) a una concentracién de 2,0x10" células/ul. Las células se contaron con un hemacitémetro antes y
después de concentrarlas y antes de la inyeccién. Después del procedimiento de implante, se ensayo la viabilidad de
la preparacion celular mediante andlisis de exclusion del azul tripén.

Como animales huéspedes se utilizaron ratas hembras adultas 344 Fisher (155-175 gramos), Las ratas se aneste-
siaron con una inyeccién intramuscular (0,6 ml/kg) de un anestésico constituido por ketamina (42,8 mg/ml), xilazina
(8,6 mg/ml), y acepromacina (1,4 mg/ml), y se situaron en una estructura estereotdxica. Se llevé a cabo una incisién
en la linea media en el cuero cabelludo y se realiz6 un agujero en forma de arandela con una broca de taladro de
0,9 mm, 1,8 mm a la derecha y 2,5 mm anterior al hueso temporal. Utilizando una jeringa de 10 ul dotada con una
aguja de calibre 26 y conectadas al brazo que manipulaba la estructura estereotéxica, se inyectaron 1x10* células 9L
de glioma suspendidas en 5 ul de HBSS, en el nticleo caudado derecho a una profundidad de 4,5 mm de la duramadre,
con incrementos de 0,2 ul durante 5 minutos. La aguja se dejé en el lugar durante 3 minutos y entonces se retiré lenta-
mente durante otros 3 minutos. El agujero en forma de arandela se cerrd con cera 6sea y la herida del cuero cabelludo
se cerr6 con grapas. Los tumores tenian 1,65 + 0,094 mm? (n= 4) de didmetro 9 dias después de la inyeccién de las
células tumorales, y, si se mantenian intratados, mataron a los huéspedes en un tiempo promedio de 20 dfas después
del implante.

Transduccion adenovirica de los tumores experimentales. Ocho dias después de la inyeccion de las células tumo-
rales 9L, se inyectaron ADV-tk o ADV-Bgal en los tumores, utilizando las mismas coordenadas que se emplearon
para el implante del tumor. Particulas virales (1,2x10°) en 6 ul de 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, glicerol al 10% y 1 mM
MgCl,, se inyectaron en 6 sitios en el interior del lecho tumoral. Empezando a una profundidad de 5,5 mm por debajo
de la superficie de la duramadre, se inyect6 1 ul de virus, y cuando la aguja alcanzaba 0,5 mm, se inyect6 otra vez 1
wl. Esto se repiti6 hasta que se llevaron a cabo un total de seis inyecciones de 1 ul a través del nicleo tumoral. Los
virus se inyectaron durante 5 minutos en cada p051010n y entonces, la agUJa se retir6é lentamente durante 5 minutos.
Se situaron particulas de carbono (<30 um) en el eje de la aguja de inyeccion para marcar el sitio de ésta. La herida se
cerrd con grapas.

Tratamiento con ganciclovir de los tumores experimentales. Para demostrar la efectividad de tratamiento con ADV-
tk y ganciclovir, en tumores 9L experimentales, se establecieron 3 grupos de tratamiento; 1) ADV-tk mas 100 mg/kg
de ganciclovir (n=6); 2) ADV-Sgal mas 100 mg/kg de ganciclovir (n=4); 3) ADV-tk mds solucién salina (n=7). El
tratamiento se inicid 12 horas después de la inyeccién virica. Los animales recibieron inyecciones intraperitoneales de
ganciclovir o de solucién salina normal dos veces al dia durante 6 dias seguidos. Veinte dias después de la inyeccién
de las células tumorales o en la muerte, los animales se perfundieron con fijador, se llevaron a cabo secciones en los
cerebros y se tifieron, determindndose morfométricamente el tamafio tumoral.

El efecto de la dosis de ganciclovir sobre la efectividad del tratamiento con ADV-tk se determiné estableciendo 7
grupos experimentales (n=4 para cada grupo) que se sometieron a implantes con células 9L, se trataron con 1,2x10°
ADV-tk y se trataron entonces con ganciclovir a dosis de 0, 10, 20, 50, 80, 100 y 150 mg/kg dos veces al dia durante
6 dias. Veinte dias después de la induccién tumoral, los animales se perfundieron con un fijador, se llevaron a cabo
secciones en los cerebros y se tifieron, determindndose el tamafio tumoral.

Para mostrar el efecto del tratamiento con ADV-tk y ganciclovir en la supervivencia a largo plazo, 17 animales
portadores tumorales se trataron con ADV-tk y ganciclovir (50 mg/kg) y 7 animales se trataron con ADV-Sgal y
ganciclovir (50 mg/kg). Los animales se controlaron diariamente, y si mostraban sintomas de morbilidad o morian,
sus cerebros se extrajeron para andlisis histolégico.

Andlisis histologico. Los animales se anestesiaron y fijaron mediante perfusién cardiaca con 100 ml de 10 mM
solucién salina tamponada de fosfato, pH 7,4 (PBS) que contenia heparina (10 unidades/ml), seguido por 200 ml de
paraformaldehido al 4% en PBS. Los cerebros se extrajeron, se pusieron en paraformaldehido al 4% en PBS durante
24 horas, se crioprotegieron entonces en 21% de sacarosa en PBS durante 24-48 horas a 4°C, se prepararon en OCT, se
congelaron y seccionaron en un criostato. Los cortes se tifileron con hematoxilina y eosina o se prepararon para llevar
a cabo andlisis inmunocitoquimicos. El drea maxima del corte transversal tumoral se midié utilizando un software
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Bioscan Optimas. Los valores tumorales promedio se compararon utilizando el andlisis estadistico ANOVA. La tincién
inmunocitoquimica se llevé a cabo utilizando el anticuerpo anti-macréfagos ED1 (Dijkstra et al., 1985; Polman et al.,
1986; diluido de 1 a 500 sobre cortes de 40 um.

Resultados

Efecto de la terapia del gen ADV sobre los gliomas experimentales. Cuando los tumores se trataron con ADV-Sgal
y ganciclovir (100 mg/kg) o con ADV-tk y solucién salina, los grandes tumores se encontraban en todos los cerebros
20 dias después de la inyeccion de las células tumorales. Los tumores se caracterizaron por hipercelularidad, pleomor-
fismo nuclear, y mitosis sin infiltracién celular inflamatoria. Los tumores estaban generalmente bien circunscritos y
provocaron comprension del tejido cerebral adyacente. Sin embargo, se aprecié una infiltracion focal perivascular del
glioma en el cerebro adyacente. Contrariamente a esto, no se apreciaron células tumorales en los cerebros de animales
que recibieron un tratamiento de ADV-tk y ganciclovir (100 mg/kg): en vez de eso, en el drea de inyeccién tumoral,
resultaba evidente la aparicién de macréfagos, linfocitos, neutrdfilos, necrosis y hemorragia. Aunque en las muestras
aparecia dafiada la capa celular ependimario intraventricular ipsilateral, no se observaron necrosis, pérdida neuronal,
desmielinizacién, o respuesta inflamatoria mas alld de los tumores o de los sitios de inyeccién.

Efectos dosis-respuesta del tratamiento con Ganciclovir. El andlisis morfométrico del tamafio tumoral en los ani-
males tratados con distintas dosis de ganciclovir, mostré que incluso a dosis bajas (10 mg/kg) de ganciclovir, los
tratamientos de ADV-tk mas ganciclovir tenfan efectos significativos (P<0,005) sobre el tamafio tumoral (Fig 13). En
los animales tratados con ADV-tk y solucién salina y en los animales tratados con ADV-Sgal y ganciclovir, se encon-
traron grandes tumores, mientras que los animales tratados con ADV-tk y ganciclovir con inferiores a 80 a 150 mg/kg
no presentaban tumores residuales. Los animales tratados con ganciclovir con dosis menores que 80 mg/kg, presen-
taban pequefios tumores residuales. Se encontrd una reduccion significativa (P<0,005) en el tamafio tumoral en los
animales tratados con ADV-Bgal y 150 mg/kg de ganciclovir, cuando se comparé con los animales tratados con ADV-
tk y solucién salina. Esto sugiere que el ganciclovir en si mismo puede mostrar citotoxicidad o efectos inhibitorios
sobre el crecimiento tumoral, independientemente de la actividad de la timidina quinasa.

Estudios de supervivencia. Se midid, en dos grupos experimentales y en un grupo de control (Fig 14), la supervi-
vencia a largo plazo de los animales tratados con ADV-fgal o ADV-tk y 50 mg/kg de ganciclovir. Todos los animales
de control (n=5) que se trataron con ADV-fgal y ganciclovir murieron en los dias posteriores a la inyeccién tumoral,
encontrdndose después de la necropsia grandes tumores intracraneales. Tres de los cuatro animales en el primer grupo
experimental que fue tratado con ADV-tk y ganciclovir (50 mg/kg), sobrevivieron mds de 120 dias. Un animal murié
a los 98 dias. En el cerebro de este animal no se encontraron tumores y en la necropsia no estaba clara ninguna otra
causa de muerte. El segundo grupo experimental estaba compuesto por cinco animales, todos tratados con ADV-tk y
ganciclovir (50 mg/kg).Todos estos animales sobrevivieron durante 80 dias.

Estos experimentos demuestran que la transduccién de gliomas experimentales utilizando un vector adenovirico
recombinante que transporta HSV-tk, confiere sensibilidad al medicamento citotéxico ganciclovir. Los vectores ade-
noviricos infectan tanto las células que se dividen como las que no lo hacen, pudiendo infectar una célula mdltiples
viriones, lo que aumenta el nimero de copias de los genes recombinantes que se expresan por célula. En este estudio,
no se encontraron tumores en animales tratados con ADV-tk y ganciclovir a dosis de 80, 100 y 150 mg/kg a los 20
dias después del tratamiento de inyeccién tumoral, mientras que se encontraron grandes tumores en los animales de
control tratados con ADV-tk y solucién salina o con ADV-Bgal y ganciclovir. Con dosis de ganciclovir de 50 mg/kg
y menores, se observaron tumores residuales en algunos animales a los 20 dias posteriores a la inyeccion de células
9L. A pesar de la presencia de tumores residuales en los animales tratados con ADV-tk y 50 mg/kg de ganciclovir,
que fueron sacrificados para llevar a cabo estudios histoldgicos a los 20 dias tras el implante, los animales que se
trataron utilizando el mismo protocolo en experimentos de supervivencia, sobrevivieron tanto como 120 dias. A causa
del rdpido crecimiento in vivo de las células 9L del gliosarcoma implantadas, es dudoso que cualquier célula tumo-
ral residual se encuentre en los superviviente a largo plazo, o si existen, su comportamiento biolgico debe modifi-
carse.

Ejemplo 4

Terapia génica mediada por adenovirus para el cancer de células escamosas de cabeza y cuello en un modelo desnudo
de raton

La transferencia mediada por el adenovirus del gen de la timidina quinasa del herpes, seguido por la administracién
de ganciclovir, se utilizé para tratar el cancer de células escamosas humano de cabeza y cuello, que se implanté en
el suelo de la boca de ratones desnudos. Los tumores se generaron por inyeccion transcutdnea (mediante aguja) de
6x10% células cancerosas, inyectdndose a los 14 dias directamente en los tumores 10' particulas de un adenovirus
recombinante defectuoso en la replicacién que contenia el gen de la timidina quinasa del virus del herpes simplex
(ADV/RSV.TK). Los ratones se trataron a continuacion con GCV durante 6 dias seguidos, sacrificindose a los 21 dias
después del implante tumoral. La respuesta clinica al tratamiento se evalué mediante ordenador. Se llevé a cabo el
andlisis grafico morfométrico del drea transversal del tumor no necrético y de la actividad mitdsica, calculandose un
indice tumoral. El valor del indice promedio tumoral del grupo completo de tratamiento fue de 280 a 2.400 veces mas
pequefio que los controles que no recibieron el gen terapéutico (p<0,001-0,016), y tres cuartos del grupo de tratamiento
mostraban valores de indices tumorales que indicaban una regresién tumoral casi total. Estos resultados demuestran
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que utilizando una terapia génica mediada por adenovirus, se consiguié un tratamiento clinicamente efectivo in vivo
del céncer de células escamosas humanas.

Construcciones adenoviricas. Se preparé el vector ADV-tk insertando HSV-tk en el plasmido que contenia el pro-
motor de larga repeticion terminal del virus del sarcoma de Rous (RSV-LTR) para generar pADL.1/RSV-tk (Chen et
al., 1994). El adenovirus recombinante se obtuvo cotransfectando las células 293 con pADL.1/RSV-tk y un plasmido,
pJM17, que contenia el genoma adenovirico. Las células 293 son células renales humanas transformadas con la regién
E1 del genoma del adenovirus. Cuando las células 293 se cotransfectaron con pADL.1/RSV-tk y pJM17, se obtuvo un
adenovirus defectuoso en la replicacién, mediante recombinacién homoéloga (Graham y Prevec, 1991). Se determiné
el titulo virico mediante absorbancia 6ptica a 260 nm. Como vector de control, se utilizé un vector adenovirico defec-
tuoso en la replicacion que transportaba el gen de la S-galactosidasa de E. coli bajo el control de RSV-LTR (ADV-

Bgal).

Experimentos in vitro. 5x10° células HLAC-79 se sembraron en placas de cultivo tisular de 1,5 cm de didmetro en
medio MEM de Eagle que contenia suero fetal de ternera al 10% con aminoécidos esenciales y vitaminas. Con una
confluencia celular del 50% aproximadamente, el vector adenovirico recombinante que contenia el gen bacteriano de
la B-galactosidasa (ADV/RSV-g-gal) (Strafford-Perricaudel, et al., J.Clin.Invest. (1992)) se afiadi6 a diversas multipli-
cidades de infeccion. Las células transducidas se tifieron entonces con X-gal 24 horas después de la transduccién. Bajo
condiciones idénticas, se llevaron a cabo experimentos separados de cultivo celular utilizando el vector ADV/RSV-
TK, seguido por tratamiento con PBS o GCV a una concentracién de 10 ug/ml. Sesenta y ocho horas después, las
células supervivientes se contaron y compararon con las placas de control de PBS.

Experimentos in vivo. Todos los experimentos animales se llevaron a cabo sobre ratones desnudos atimicos (nu/nu)
(Harlan Sprague Dawley) utilizando una técnica estéril bajo una campana de flujo laminar. Ratones desnudos de una
edad de entre 6 y 10 semanas se anestesiaron intraperitonealmente con 0,5 ml de Avertin a una concentracién de
20 mg/ml. Utilizando una jeringa de 100 ul y una aguja con un calibre del 26, se inyect6 en el suelo de la boca de
los ratones desnudos una solucién de 50 ul que contenfa 6x10° células escamosas humanas HIAC-79 en solucién
salina tamponada de Hank. La suspension celular se inyectd lentamente y profundamente en el misculo miohideo,
extrayéndose entonces la aguja sin fugas aparentes. Los animales se mantuvieron entonces en condiciones estandar de
albergue durante 14 dias.

Para la inyeccién adenovirica, los ratones desnudos se anestesiaron como anteriormente y se practicé una incisién
en la piel del cuello con unas tijeras. Los tumores se expusieron mediante disecciones quirtrgicas cuidadosas, mi-
diéndose el tamafio en tres dimensiones utilizando calibradores. Una jeringa de un microlitro dotada con una aguja de
calibre 25, se utilizé entonces para inyectar directamente una solucién de 75 ul que contenia 1x10'° particulas adeno-
virales de ADV/RSV-TK o de ADV/RSV-Bgal. Otro grupo de control recibié sélo 75 ul de solucién salina tamponada
de fosfato (PBS). El suministro adenovirico actual o de PBS se llevo a cabo con cuatro pases separados de la aguja,
dos paralelos al eje largo del tumor y dos perpendiculares a este eje. Las incisiones del cuello se cerraron con seda 4-0
(Ethicon). Después de dieciocho horas de inyecciones virales, los ratones comenzaron tratamientos intraperitoneales
de ganciclovir con 100 mg/kg o de PBS al mismo volumen durante seis dias. Los ratones sometidos al tratamiento no
mostraron cambios en la alimentacién o en otras costumbres comportamentales durante el curso del tratamiento con
ganciclovir.

Los ratones se sacrificaron 21 dias después del implante tumoral original y las lesiones se extirparon cuidado-
samente par incluir s6lo la masa tumoral residual o necrética. Las masas tumorales se midieron con calibradores
inmediatamente después de la extirpacion y entonces se llevaron a cabo repetidas mediciones mediante un segundo
examinador independiente, antes de realizar la inclusion para la evaluacidn histoldgica. Para los estudios de X-gal,
el tumor extirpado se incluy6 en O.C.T. y se congel6 el precipitado en hielo seco. Se almacené a -80°C hasta que se
prepararon cortes congelados que se tifieron con X-gal (Ponder et al., PNAS (1988). Para todos los otros estudios his-
tolégicos, los tejidos se fijaron en formalina tamponada al 10%, se fijaron en parafina, se realizaron cortes seriados de
3 micras, tiiéndose con hematoxilina y eosina. Los cortes histolégicos se examinaron por un tnico individuo (M.R.S)
que no conocia los tratamientos particulares del cada animal. La evaluacién del grado del tumor, circunscripcion,
necrosis, fibrosis, respuesta inflamatoria y contajes mitésicos, se llevaron a cabo utilizando un equipo microscépico
estandar. Las mediciones morfométricas cuantitativas de las dreas transversales tumorales maximas, el porcentaje de
la necrosis tumoral por el drea transversal, y las figuras mitésicas por 10 campos de gran aumento, se llevaron a cabo
utilizando un analizador de imédgenes asistido por un ordenador. El sistema incluye un microscopio Nikon Microp-
hot-FXA, una cdmara de color Ikegami 370M de alta resolucién, un monitor video de color de alta resolucién Sony
Triniton, y un ordenador Compudyne 486 con un software optimas Bioscan (Edmonds, WA).

Resultados

Eficiencia de la transduccion adenovirica de células HlaC-79 in vitro. Para los experimentos con ADV/RSV g-gal,
el 85% de las células cancerosas escamosas humanas se transdujeron con una M.O.I. de 8, tal como se demuestra por
la tincién azul positiva de X-gal, y el 100% de las células se transdujeron con una M.O.I. de 16. No existi6 toxicidad
aparente en esta concentracion adenovirica y las células cancerosas no mostraron cambios morfolégicos comparados
con los controles. Para los experimentos ADV/RSV-TK, las transducciones se llevaron a cabo utilizando un intervalo
de 0 (control) a 50 M.O.I., seguido por el tratamiento con PBS o GCV en el medio. Una muerte efectiva de células
cancerosas en el grupo GCV se obtuvo con una M.O.I muy bajo de 3 sin un aumento de las muertes y sin toxicidad en
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el grupo PBS hasta una M.O.I. de 25 (Figura 15). Se apreciaron muertes celulares significativas en cultivos de células
cancerosas escamosas transducidas con adenovirus con una M.O.I. de 50 o superior, pero que no estaban sometidas
al tratamiento con GCV. Estos hallazgos indican que ADV/RSV-TK es un sistema vectorial eficiente que es efectivo
para eliminar células cancerosas escamosas humanas in vitro en combinacién con GCV.

Regresion de los cdnceres de células escamosas humanas después de transduccion adenovirica. Después del im-
plante original de 6x10° células tumorales, los ratones mostraron un lento crecimiento tumoral clinico en el suelo de la
boca, que se extendia al cuello anterior durante las dos semanas siguientes. No se dieron sintomas de caquexia durante
este periodo, y todos los animales mostraban apariencia saludable durante las inyecciones adenoviricas. Un grupo de
control de los animales se sacrific6 a las dos semanas, y el examen histopatolégico reveld unas células cancerosas
escamosas escasamente diferenciadas con muchas figuras mitdsicas y sin la formacién de queratina o de necrosis.
Asimismo, existieron evidencias clinicas e histopatolégicas de rodeo de los tejidos blandos, miisculos, y de inva-
sién 6sea. Un segundo grupo de animales de control desarroll6 eventualmente la caquexia y murié después de 36-45
dias.

En el experimento clinico, existieron cuatro grupos de control y un grupo de tratamiento completo: (1) inyeccién
intratumoral de PBS m4s tratamiento con GCV (PBS + G+); (2) ADV/RSV-Bgal méas PBS (8-gal+ G-); (3) ADV/RSV-
Bgal mas GCV (B-gal + G+); (4) ADV/RSV-TK més PBS (TK+G-); y (5) ADV/RSV-TK mas GCV (TK+G+). Los
animales experimentales no mostraron sintomas de caquexia o de cambio en los habitos alimentarios durante el periodo
de tratamiento y todos aparecieron clinicamente sanos en la necropsia. L.os tamafios tumorales pretratamiento oscilaron
entre 4,36 mm? en el drea transversal con un promedio de 13,7 mm? para todos los grupos y de 16,4 mm? para el grupo
de tratamiento completo con TK +G+. Las amplias variaciones en el tamafio tumoral estdn de acuerdo con el tinico y
original informe de este modelo de cincer (Dinesman et al., Otolaryngol Head Neck Surg, (1990)).

Los efectos citotoxicos de los tratamientos se evaluaron histolégicamente midiendo el porcentaje de necrosis en
las masas tumorales utilizando andlisis de imagenes asistido por ordenador. Los animales PBS+G+ y -gal + G- no
mostraron necrosis de los tumores, y los grupos TK+G- y -gal+G+ mostraron sélo areas focales de necrosis que
oscilan entre 0,5 y 5,0% del 4rea transversal promedio. El grupo TK+G+, sin embargo, mostré necrosis sustancial
difusa que oscila entre 17 y 72% de la masa tumoral con un valor promedio de 41% que fue estadisticamente distinto
de los controles utilizando el andlisis de la Prueba-t (p<0,001) (Figura 16).

La tincién X-gal de cortes de tumores inyectados con ADV/RSV-Bgal demostré la tincién nuclear positiva del 1 al
10% de las células tumorales en una distribucién de acuerdo con las regiones de inyeccion de la aguja. Pequeias islas
de tumores residuales podrian identificarse en muchos de los animales sometidos al tratamiento completo (TK+G+),
aunque el examen microscépico reveld tumores moribundos hinchados o células necréticas individuales en estas dreas.
Asimismo, existia una actividad mitésica muy baja o inexistente. Tres muestras tumorales mostraban una obliteracién
fibrosa marcada con s6lo pequefias islas de células cancerosas moribundas en el interior de tejido fibroso denso. S6lo
los dos tumores mds voluminosos en el grupo TK+G+ (220 y 324 mm? en la transduccién) mostraron dreas sustanciales
de células tumorales viables después del tratamiento.

Para analizar objetivamente estos hallazgos, se determiné para cada grupo un valor indicial tumoral sobre la res-
puesta clinica, utilizando una modificacién del cdlculo del indice de las células cancerosas descrito anteriormente
(Caruso et al., PNAS (1990). El indice tumoral se basé en mediciones morfométricas de la maxima area tumoral trans-
versal multiplicada por la actividad mitdsica de la masa tumoral no necrética y el cambio en el tamafio macroscépico.
La mayoria de animales en el grupo TK+G+ tenfa un indice tumoral de “30” o inferior, lo que refleja casi una regresién
tumoral total con sélo células viables raras que se detectaron en el andlisis microscépico (Figura 17). Un valor de “0”
tuvo lugar en cuatro animales TK+G+ y se correlaciona no s6lo con una ausencia de figuras mitdsicas sino también
con una falta de células tumorales viales caracteristicas después del examen histolégico. El indice promedio tumoral
para el grupo completo de tratamiento (TK + G+) fue entre 10 y 100 veces mas pequefio y el valor promedio fue
entre 280 y 2.400 veces menor que los valores para los grupos de control que no recibieron el gen TK terapéutico.
Cuando se compar6 con el grupo TK que no recibié ganciclovir (TK + G-), el grupo de tratamiento TK+G+ presentaba
valores promedio y medios indiciarios que eran 6 y 55 veces menores. Utilizando el andlisis Mann-Whitney, se deter-
mino el significado estadistico comparando el grupo TK+G+ con cada uno de los controles con valores que estaban
comprendidos entre p<0,001 y p<0,02 (Figura 16).

Efectos locales y sistémicos de la transferencia génica adenovirica y del tratamiento con ganciclovir. Dos de
los animales que recibieron ADV/RSV-TK y tratamiento con ganciclovir se seleccionaron al azar y muestras de
tejido localizado y 6rganos distantes se evaluaron con respecto a cualquier anormalidad histolégica. Los musculos de
alrededor, el tejido blando, y las glandulas salivares en el piso de la boca y de las regiones del cuello, no mostraron
evidencias de necrosis, células moribundas, o cambios morfoldgicos. Los 6rganos distantes también se recuperaron en
la necropsia e incluyeron el intestino delgado, la vejiga, ovarios, bazo, corazén, cerebro, rifiones, pulmones e higado.
Todas las muestras eran normales en el examen macroscopico y el andlisis histolégico no revel tumores metastdsicos,
necrosis, fibrosis u otras morfologias anormales. Sobre todo, los tejidos locales y distantes aparecieron normales sin
efectos demostrables de adenovirus o del tratamiento con ganciclovir.

Estos experimentos constituyen la primera demostraciéon con éxito de la transferencia génica mediada por un
adenovirus que se utiliza para el tratamiento del carcinoma celular escamoso humano de cabeza y cuello en un modelo
de ratén desnudo. La efectividad del esquema del tratamiento se muestra por la M.O.I muy baja que es necesaria para
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la eliminacidn in vitro y los resultados de los dos indices terapéuticos analizados. La progenie de células cancerosas
humanas es altamente susceptible a la transduccién mediante el sistema vectorial adenovirico, pues se encontré una
eliminacién importante (de células cancerosas) con una M.O.I tan baja como 3. La susceptibilidad a la transduccién
adenovirica se mostrard ventajosa permitiendo que concentraciones mds bajas de ADV/RSV-TK se suministren a los
tumores, manteniendo mientras una respuesta clinica satisfactoria.

El primer indice terapéutico significa una necrosis tumoral que fue alta para el grupo ADV/RSV-TK mas GCV
(TK+G+), indicando un sustancial efecto citotdxico en la terapia acoplada. El tratamiento con sélo ganciclovir (PBS
+G+) o conjuntamente con el vector g-gal (8-gal+G+) no mostré necrosis tumoral, y dos de los siete tumores que
se inyectaron con sélo el vector de la timidina quinasa (TK +G-) mostraron sé6lo regiones microscépicas de necrosis
focal. El grupo experimental restante, con sélo el vector 8-gal (8gal+G-), contenia necrosis focal microscépica en cada
tumor, lo que estaba de acuerdo con los sitios de la inyeccién con la aguja. Asi, la combinacién de la transferencia del
gen de la timidina quinasa mds ganciclovir es esencial en la erradicacién directa tumoral.

El segundo indice terapéutico se basa en andlisis morfométricos y caracteristicas histolégicas de los tumores, y se
ha denominado indice tumoral. La importancia de este procedimiento de cédlculo para el indice tumoral es que propor-
ciona un medio objetivo para evaluar cualquier tumor residual aparente, asi como el resultado total del tratamiento,
eliminando la parcialidad del examinador para interpretar la histologia tumoral. La mayorfa de animales en el grupo
completo de tratamiento (TK+G+) tuvieron un indice tumoral por debajo de “30”, indicando una casi total erradica-
cién tumoral, y cuatro animales tenian valores de “0”. Estos hallazgos demuestran un efecto terapéutico definido de la
transferencia del gen de la timidina quinasa y del tratamiento con ganciclovir.

Existieron dos valores de intensas respuestas clinicas en el grupo de tratamiento con TK+G+, que provenia de
una eliminacién tumoral incompleta y de dreas de cdncer viable residual. Después de revisar el gran tamafio del
pretratamiento, los volimenes tumorales para estos animales fueron de 324 y 220 mm?® comparados con un volumen
promedio de 95 mm?® para los otros tumores en el grupo TK+G+. Estos hallazgos sugieren que existe un volumen
critico tumoral que limita “una vez” la respuesta de la terapia de transferencia génica. Asimismo, existieron dos
valores bajos de respuestas clinicas en el grupo de control TK+G-, pero en la revision histoldgica no se evidencid
necrosis, y el tumor contenia grandes cantidades de figuras mit6sicas. Estos dos valores bajos fueron resultado directo
del drea transversal muy pequefa de los dos tumores, y podria ser simplemente un factor del desarrollo canceroso
variable conocido en el modelo (Dinesman et al., Otolaryngol Head Neck Surg, (1990)). La posibilidad de un efecto
inhibitorio sobre el desarrollo tumoral a partir de la transferencia del gen de la timidina quinasa, debe considerarse,
sin embargo, ya que los indices tumorales del grupo TK+G- fueron mas pequefios que en los animales de control con
una transferencia génica adenovirica $-gal y PBS (p<0,010-0,16). Los animales de control 8-gal+G+ y S-gal+G- no
mostraron asimismo diferencias estadisticas en la respuesta tumoral del grupo de control PBS+G+.

Ratones atimicos a los que faltaban las células T (linfocitos CD4+ y CD8+) se seleccionaron en estos experimentos
con el fin de eliminar la respuesta inmune celular que se ha implicado como un componente principal de la regresién
tumoral después de la transduccién viral (Caruso et al., PNAS (1990), Culver et al., Science (1992). Estudios previos
en la transferencia del gen TK mediada por retrovirus en tumores glioma de rata en animales inmunocompetentes,
han mostrado que la infiltracién de macréfagos y linfocitos tiene lugar en estos tumores (Culver et al, Science (1992).
Se cree que la reaccién inmune potencia la eliminacién general de los tumores después de la transferencia viral.
En nuestros experimentos, no hubo respuesta celular inmune o inflamatoria en el grupo de tratamiento TK+G o en
cualquiera de los grupos de control. Por tanto, la respuesta eliminadora de los tumores proviene directamente de la
transferencia génica de la timidina quinasa acoplada con la administracidn de ganciclovir.

Los hallazgos en los estudios de presentes inventores soportan el concepto de una contribucién de lo que se ve-
nido en llamar “el efecto transetnte”. Tanto en los modelos tumorales de sarcoma humano como en los murinos, la
transferencia de un metabolito t6xico del ganciclovir, presumiblemente una forma fosforilada, mediante las uniones
espaciales o por endocitosis de las vesiculas apoptdsicas de las células tumorales moribundas transducidas viralmente
a las células no transducidas préximas, ha llevado a la eliminacién de estas células transetntes. En nuestros expe-
rimentos con células cancerosas escamosas in vivo, el suministro de ADV/RSV-ggal dio lugar a s6lo un 1-10% de
transduccidn, tal como se detecta mediante tincion con X-gal, mientras que la misma cantidad de la inyeccion virica
con ADV/RSV-TK mostré una eliminacién difusa del tumor y necrosis en el grupo experimental. Ademds, la tincién
localizada de 5-gal indica que el adenovirus no difunde facilmente a través del tumor sélido para afectar a las células
cancerosas distantes al sitio de suministro. Asimismo, se debe hacer hincapié en que in vitro tuvieron lugar eficien-
cias transductoras similares con una baja multiplicidad infecciosa, tanto para los adenovirus TK como para el §-gal.
El grado de eliminacién tumoral en este amplio piso de los cinceres escamosos de la boca después de transduccién
adenovirica, puede tener lugar conjuntamente con algtin otro componente, como el efecto transetinte.

Aunque el ADV/RSV-TK se inyect6 directamente en los tumores, alguna fuga tuvo lugar al miisculo circundante,
a las gladndulas salivales, y a los tejidos subcutdneos. Microscdpicamente, no hubo necrosis o cambio en la morfologia
de estos tejidos circundantes normales. Los efectos de la transduccion adenovirica TK y de la administracién de GCV
estdn, pues, limitados, a las células cancerosas que se estidn dividiendo activamente. Asimismo, no hubo evidencia de
alteraciones sistémicas a partir del régimen de tratamiento, asi como la inspecciéon macroscépica y microscépica de
los 6rganos distantes, incluyendo el intestino delgado, la vejiga, ovarios, bazo, corazén, cerebro, rifiones, pulmones e
higado, no revel6 ningtin dafio.
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Estos experimentos demuestran que puede alcanzarse, utilizando la terapia génica mediada por adenovirus, un
tratamiento in vivo clinicamente efectivo, del cancer de células escamosas en un modelo animal.

Ejemplo 5
Terapia génica de combinacion para metdstasis hepdtica de carcinoma de colon in vivo

Se investigd la eficacia de la terapia de combinacién con un gen suicida y un gen citoquinico para tratar el carci-
noma de colon metastdsico en el higado. Los tumores hepdticos se generaron mediante inyeccidn intrahepética de una
progenie celular de carcinoma colénico (MGA 26) en ratones BALB singeneicos. Vectores adenoviricos recombinan-
tes que contenian varios genes terapéuticos y de control, se inyectaron directamente en los tumores sélidos, seguido
por tratamiento con ganciclovir. Mientras que los tumores seguian desarrollandose en los animales tratados con un
vector de control o con un vector de interleucina-2 de rata, los que habian sido tratados con un vector de la timidi-
na quinasa del virus del herpes simplex, con o sin la administracién del vector interleucina-2 de la rata, mostraron
una necrosis y regresion importantes. Sin embargo, sélo los animales tratados con ambos vectores desarrollaron una
inmunidad antitumoral sistémica efectiva contra la estimulacién de las dosis tumorigénicas de las células tumorales
parentales inoculadas en los sitios distantes. La inmunidad antitumoral se asoci6 con la presencia de linfocitos T CD8+
citoliticos especificos de los tumores MCA 26. Los resultados sugieren que la combinacién de la terapia génica suici-
da y citoquinica in vivo constituye un enfoque poderoso para el tratamiento del carcinoma metastdsico de colon en el
higado.

Construccion de vectores adenoviricos recombinantes. La construcciéon de un vector adenovirico defectuoso en la
replicacién conteniendo el gen de la timidina quinasa del virus del herpes simplex, (ADV/RSV-tk), se ha informado
previamente (Chen et al., PNAS (1994). Un vector adenovirico defectuoso en la replicacién que contenia el cADN
de la interleucina 2 de la rata, (ADV/RSV-mlIL2), se construy6é de modo similar. La regién codificante peptidica de
un cADN (mlIL2) de la interleucina 2 de la rata, se inserté en un casete de expresion formado por el promotor RSV-
LTR y laregién de poliadenilacion del gen de la hormona de crecimiento bovina en la estructura vectorial adenovirica
E1A (Fang et al., Cancer Res (1994). El constructo se cotransfectd a las células 293 con pJMI7 ADN, que contiene
el genoma adenovirico de complemento. El adenovirus recombinante se aislé mediante purificacién de las placas,
seguido por centrifugacién en doble gradiente de cloruro de cesio. El titulo virico (pfu/ml) se determiné mediante
ensayo en placa.

Establecimiento y tratamiento del modelo metastdsico hepdtico del carcinoma de colon. El carcinoma metastasico
de colon se indujo en el higado mediante implante intrahepatico de las células MCA-26, que es una progenie celular
de carcinoma de colon pobremente diferenciada e inducia quimicamente, derivada de los ratones BALB/c (Corbett et
al, Cancer Research (1975)). Se expuso el higado mediante incisién abdominal y 3x10° células MCA-25 se inyectaron
en un sitio del extremo del 16bulo hepético lateral izquierdo de ratones singeneicos. Al 7° dia, se expuso el higado me-
diante incisién abdominal y se midié el tamafio de los tumores. Varios titulos de vectores adenoviricos recombinantes
se inyectaron directamente en los tumores hepéticos en 70 ul de 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM MgCl,, glicerol al
10% y 20 pg/ml de polibreno. Doce horas después de la inyeccidn virica, los animales se trataron intraperitonealmente
con ganciclovir (GCV) a 35 mg/kg dos veces al dia durante 6 dias consecutivos.

Andlisis histopatologico y morfométrico de los tumores residuales. Después de diversos tratamientos con terapia
génica, se llevé a cabo el andlisis morfométrico computarizado de las dreas transversales mas grandes de los tumores
residuales. El procedimiento de contaje puntual, utilizando un sistema de digitalizacién asistido por ordenador con
software de bloqueo, se selecciond para el andlisis morfométrico, pues las células tumorales viables no siempre eran
contiguas. Brevemente, se contaron mds de 1.600 puntos predeterminados en la regién tumoral. La proporcién de
células tumorales viables en el nddulo, igual6 la suma de los puntos de células tumorales viables divididas por el
nimero total de puntos. El drea funcional de las células tumorales viables entre los grupos, se compardé mediante
ANOVA.

Estimulacion del sitio distante en animales tratados con células tumorales parentales. Un dia después del cum-
plimiento del tratamiento con GCV, que fue 2 semanas después del implante de las células tumorales MCA-26 en el
higado, los animales en todos los grupos de tratamiento se estimularon con dosis tumorigénicas de las células tumo-
rales parentales (MCA-26), asi como con una progenie celular tumoral mamaria heter6loga pero singeneica (MOD).
1x10° células MCA-26 se inyectaron subcutdneamente en un sitio tinico en el costado derecho de los animales, in-
yectandose 2x10° células MOD en el sitio contralateral. Después de una semana, se desarrollaron en los animales
receptores normales tumores subcutdneos viables de tamafos similares, observdndose durante 4 semanas la presencia
de tumores subcutdneos en los animales después de diversos tratamientos de terapia génica.

Ensayo de linfocitos-T (CTh) citotoxicos. El ensayo CTL se llevé a cabo segin procedimientos ya publicados
(Coligan et al., Current Protocols in Immunology (1991). Se aislaron esplenocitos viables de diversos grupos de
tratamiento animal 3 dias después de la finalizacién del tratamiento con GCV, que fue 10 dias después de la inyeccién
de vectores adenoviricos. Se llevé a cabo una estimulacion in vifro en placas de 24 pocillos con 6x10° esplenocitos
y 5x10° células MCA-26 irradiadas con 15.000 RAD por pocillo, méds 20 U/ml de IL-2 murina recombinante. Los
ensayos de liberacién de 3'Cr se llevaron a cabo mezclado diversas cantidades de esplenocitos estimulados, que se
recuperaron después de 5 dias de cultivo (células efectoras) con 5.000 células MCA-26 (células diana) marcadas con
>ICr, en placas con un fondo en forma de U y con 96 pocillos. Tras 4 horas a 37°C se extrajeron de cada pocillo
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100 pl del medio y se procedi6 a su contaje en su contador gamma. El porcentaje de lisis se define como [cpmy,-
CPMyip )/CPMyx-CPMyyyy X 100, donde cpm,,,, representa los contajes totales liberados por las células diana lisadas
con NP40, y cpm,,, representa los contajes anteriores liberados espontdneamente por las células diana. Los datos
representan cpm de promedio especifico de cultivos por triplicado, con SEM inferior al 7% en todos los ensayos.

Resultados

Caracterizacion funcional de los vectores adenoviricos recombinantes. Para determinar si la introduccién del gen
HSV-tk convertia en susceptibles a las células tumorales colénicas MCA26 a su eliminacién mediante GCV, el vector
adenovirico recombinante defectuoso en la replicacion ADV/RSV-tk fue utilizado para transducir la progenie celular
carcinomatosa colénica in vitro (Fig 18). Después de la transduccién con el vector recombinante y tratamiento posterior
con PBS, las células fueron completamente viables incluso con una multiplicidad de infeccién (M.O.1.) de 12.000.
Después de un tratamiento posterior con GCV, sin embargo, sélo un 10% aproximadamente de las células fueron
viables, con una M.O.L. de 250 y existian pocas células supervivientes con un M.O.1. de 1.000. La funcionalidad del
vector adenovirico mIL2 defectuoso en la replicacién, (ADV/RSV mIL2) se mostré por la transduccion de las células
B16 de la rata in vitro, seguido por la administracién de la actividad mIL2 en el medio condicionado utilizando un
ensayo de proliferacion de células T (Coligan et al, Current Protocols in Immunology (1991). Se encontré un nivel
alto de actividad mIL2 en el medio condicionado de las células después de transduccién con el vector adenovirico
mlIL2 con una M.O.I. de 500 y 1.000, pero no se detectd actividad mIL2 en las células transducidas con un vector
adenovirico de control (fig 19).

Regresion de tumores hepdticos de MCA 26 en animales singeneicos después de la combinacion de terapia gé-
nica in vivo. Un modelo animal para el carcinoma colénico metastsico en el higado, fue establecido mediante el
implante intrahepético de 3x10° células MCA-26. Tras 6 dias, 5x7 mm? se encontraban en el higado del 60-70% de
los animales. Este fue el tamafio tumoral seleccionado para todos los experimentos posteriores de terapia génica. Los
ratones BALB/c con carcinoma de colon hepatico se dividieron en cinco grupos de tratamiento: A: ADV/RSV-Sgal;
B:ADV/RSV-mIL2; C:ADV/RSV-Bgal+ ADV/RSV-mIL2; D: ADV/RSV-tk y E:ADV/RSV-tk + ADV/RSV-mIL2.
Los tumores sélidos residuales en varios grupos de tratamiento animales de midieron y examinaron histopatoldgica-
mente. Los animales que se trataron con el vector $-gal tenian grandes nédulos de carcinomas indiferenciados que se
desarrollaban activamente con focos raros y pequefios de necrosis espontdnea y muchas mitosis. Se advirtié compren-
sién del higado adyacente y una inflamacién insignificante. Los animales que se trataron con el vector mIL2 mostraban
una necrosis subcapsular limitada, pero tenian grandes nédulos compuestos de células tumorales en su mayor parte
viables, con una actividad mitdsica igual a la de los ratones tratados con el vector Sgal. Se encontré un moderado in-
filtrado inflamatorio de linfocitos, macréfagos y eosindfilos en el borde del tumor. De forma interesante, los animales
tratados con una combinacién de vectores S-gal y mIL2 presentaban mas necrosis tumoral con infiltracién de células
inflamatorias, pero permaneciendo las células tumorales viables. El grupo de tratamiento con el vector tk presentaba
abundante necrosis tumoral, pero células neopldsicas que se replicaban activamente se mostraban numerosas. Todos
los animales que se trataron con los vectores tk+mIL2 mostraron una necrosis tumoral masiva rodeada por células
inflamatorias. En algunos higados, no permanecié malignidad viable. La amplia zona de necrosis inclufa una mezcla
del tumor completamente destruido, hemorragias y dafio hepético isquémico. Existian por todas partes numerosos
macrdfagos, linfocitos y granulocitos. Siete de los 10 animales en el grupo de tratamiento combinatorio tk + mIL2
presentaban algunas células tumorales residuales y los 3 animales restantes aparecieron libres de tumores.

Para cuantificar la efectividad de la terapia génica de combinacién tk + mIL2 para causar la regresion tumoral,
se llevaron a cabo andlisis del contaje puntual morfométrico computarizado del drea transversal maxima de corte
de los tumores sé6lidos. Las mediciones resultantes de los tamafios tumorales en los animales de los cinco grupos
de tratamiento se muestran en la Figura 20. Todos los animales tratados con el vector §-gal desarrollaron grandes
tumores, como se esperaba. En el grupo de animales que fue tratado con s6lo el vector mIL2, se encontré una reduccién
ligera pero no significativa en el tamafo de los rumores residuales. Los animales tratados con los vectores Sgal mIL2
conjuntamente y los tratados con sélo el vector tk, mostraron necrosis tumoral y el tamafio de los tumores residuales
fue aproximadamente 5 veces menor que los tratados con el vector Sgal. En el grupo animal tratado con ambos vectores
tk y mIL2, existié una reduccién posterior significativa del tamafio de los tumores residuales, cuando se comparé con
el grupo animal tratado con sélo el vector tk.

Inmunidad sistémica antitumoral en animales tratados con los vectores tk + mIL2. Para comprobar si existia alguna
inmunidad antitumoral en los animales que experimentaron los distintos tratamientos de terapia génica, al finalizar la
administracién de GCV se llevé a cabo, mediante la inoculacién subcutdnea de dosis tumorigénicas de las células
MCA-26, la proteccién contra las estimulaciones secundarias. Todos los animales en los grupos de tratamiento con los
vectores Sgal y tk desarrollaron enormes tumores subcutianeos en los sitios de estimulacién después de 7 dias. Cinco de
los 6 tratados con el vector tk + mIL2 y 4 de los 6 tratados con el vector §-gal + mIL2 también desarrollaron tumores
subcutdneos, en el sitio de estimulacién. De los animales tratados con el vector 6 tk + mIL.2, sin embargo, ninguno
desarroll6 tumores subcutdneos incluso después de 4 semanas (Fig 21). La inmunidad antitumoral en estos animales
parecié también ser especifica para las células MCA-26, pues no se observo, en los mismos animales, proteccién contra
la estimulacion del sitio por dosis tumorigénicas de una progenie celular tumoral mamaria heteréloga pero singeneica
(MOD) (Fig 21).

Para evaluar criticamente si el rechazo del tumor estaba asociado con la sensibilizacion de las células huésped
efectoras, se llevé a cabo un ensayo T-linfocitos citotdxicos in vitro. Se aislaron esplenocitos de animales normales y
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de animales en todos los cinco grupos de tratamiento, tres dias después de la finalizacién del tratamiento con GCV, y
se cultivaron durante cinco dias con células MCA 26 irradiadas. Diversas cantidades de la poblacién celular efectora
estimulada se incubaron con células MCA-26 diana marcadas con cromo 51, y el porcentaje de lisis de las células
diana se graficé con respecto a las proporciones células efectoras/células diana (Fig 22). No existi6 una actividad
significativa CTL contra las células diana MCA-26 en los esplenocitos de los ratones normales no tratados, asi como
en los animales en los cuatro primeros grupos de tratamiento. Existid, sin embargo, un aumento importante en la
actividad CTL especifica de MCA26 en los esplenocitos de los animales tratados con tanto los vectores tk como mIL2
(Fig 22). En contraposicién, los esplenocitos de los ratones tratados con tk y mIL2, no lisaron las células tumorales
mamarias MOD derivadas de BALB/c o las células diana YACI.

Para determinar si la respuesta CTL reflejaba la actividad de las células T CD8+ y/o CD4+, anticuerpos mono-
clonales contra CD4 o CDS se incorporaron como agentes bloqueantes en el ensayo de liberacién del cromo 51.
El anticuerpo monoclonal contra CD8 fue efectivo en la abolicién completa de la respuesta CLT contra las células
MCA26, mientras que el anticuerpo monoclonal contra CD4 no fue efectivo (Fig 23). Estos experimentos propor-
cionaron una evidencia acusada de que las células CD8+ T de los animales tratados con el vector tk + mIL2 eran
responsables de la citotoxicidad especifica para MCA26.

En este estudio, se descubrié que el suministro directo de los genes HSV-tk e IL2 de la rata en vectores adenoviri-
cos recombinantes al carcinoma metastisico de colon en el higado, dio lugar a la regresion del carcinoma in vivo. Ni el
vector B-gal ni el mIL2 solos fueron capaces de detener el crecimiento tumoral en este modelo. El vector tk solo no pro-
vocd una necrosis significativa, pero muchas células tumorales viables permanecieron. La terapia de combinacién con
ambos vectores, tk y mlL.2, resulté no s6lo mas eficaz para causar la regresién tumoral con una permanencia escasa
de células tumorales viables, sino que dio lugar, asimismo, al establecimiento de una inmunidad antitumoral sistémica
que protegié de modo efectivo contra dosis tumorigénicas de las células parentales inoculadas en sitios diferentes. La
especificidad de esta inmunidad antitumoral contra las células parentales tumorales fue ilustrada ademads por el hecho
de que no existié una inmunidad antitumoral contra dosis tumorigénicas de una progenie celular heter6loga carcino-
matosa inoculadas en los mismos animales. Finalmente, se demostr6 que la inmunidad antitumoral en estos animales
estaba asociada con la presencia de linfocitos T CD8+ citotéxicos especificos para las células tumorales MCA26.

De forma interesante, cuando el vector mlL.2 se utilizé en combinacién con 3x10° PFU del vector B-gal, se produjo
una reduccidn significativa en los tamafios tumorales asociados con la presencia de células inflamatorias y de necrosis
tumoral. Este efecto parece estar asociado con la dosis viral total, pues se obtuvieron asimismo resultados similares
en animales tratados con el vector mlL.2 + 3x10° PFU del vector tk sin una subsiguiente administracién de GCV. Se
sabe que el vector adenovirico recombinante E1A expresa niveles bajos de antigenos virales que pueden provocar una
respuesta inmune celular contra células transducidas viricamente in vivo, y que esta inmunidad antivirica puede ser
potenciada por la expresion local del gen de la interleucina-2. Sin embargo, no se produjo una respuesta CTL sistémica
efectiva con respecto a las células tumorales parentales en este grupo de tratamiento, y 4 de 6 animales no mostraron
proteccion contra la estimulacidn de células tumorales parentales en un sitio distante.

Ejemplo 6
Ensayo de seguridad vectorial en primates no humanos.

Ensayos de toxicidad del tratamiento con el ADV/RSV-tk y GCV en babuinos (Papio cynocephalus). Se obtuvieron
virus con un titulo de 1,6x10" particulas/ml, determinadas mediante densidad 6ptica. El vector se ensay6 con respecto
a la toxicidad in vitro e in vivo, ensayos funcionales de tk, competencia para la replicacién, y contaminacion. Antes
de las inyecciones viricas, se llevaron a cabo MRs en todos los babuinos. Muestras previas de suero, esperma, orina y
heces se recogieron y ensayaron respecto a adenovirus de tipo salvaje. El suero se ensay6 respecto a los anticuerpos
neutralizantes para adenovirus de tipo salvaje. Se establecieron tres grupos de tratamiento.

Grupo 1- Dosis moderada de ADV/RSV-tk, con GCV, supervivencia de 6 semanas. Una dosis moderada de ADV/
RSV-tk (1,5x10° particulas en 10 ul PBS con glicerol al 10%), se inyectd en el centrum semiovale de dos babuinos: una
hembra de ciclo menstrual de 16,3 afios de edad y de un macho de 17,5 afios de edad. Al comienzo del dia siguiente,
empezaron tratamiento con 10 mg/kg de GCV dos veces al dia durante 14 dias. Se les tomaron muestras a los 2 'y 7 dias
después de la inyeccion para andlisis de virus y anticuerpos antiadenoviricos. A las 3 semanas después de la inyeccién
virica los animales, se procesaron sus imigenes mediante MR con potenciacién de gadolinio. Aproximadamente 6
semanas después de la inyeccion virica se recogieron otra vez muestras de plasma, suero, esperma, orina y heces y se
ensayaron para el andlisis de virus liberados y respecto a la presencia de anticuerpos para adenovirus, procesdndose
imagenes cerebrales con potenciacién de gadolinio y llevdndose a cabo las necropsias de los animales.

El examen macroscépico de los cerebros no mostré anormalidades. Especificamente, no se apreciaron cavidades
necrdticas, efectos de masa, hemorragias, u opacificacion de la subaracnoides. Se tomaron exhaustivamente muestras
cerebrales, con respecto a evidencias microscOpicas de anormalidades, y tanto en las pequefias dreas de infiltracién
de macréfagos como en las linfaticas perivasculares medias, se encontraban infiltrados en el centrum semiovale del
hemisferio derecho. Mds alld de éste, no se encontraban infiltrados, y no existia edema de la sustancia blanca. No
aparecio leptomeningitis. No se apreciaron necrosis o inclusiones viricas. El plexo coroideo y el epéndimo estaban
intactos. No se apreci6 patologia sistémica con excepcidn de infiltrados linfociticos hepéticos focales, sin necrosis, en
un animal. El examen sistémico en los otros animales fue normal.
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Grupo 2- Dosis altas de ADV/RSV-tk, con GCV, supervivencia de 3 semanas. Con las especificaciones explicitas
de la FDA, se trataron dos babuinos con dosis altas de ADV/RSV-tk y GCV. ADV/RSV-tk (3x10'® particulas en 200
ul de PBS con glicerol al 10%) en el centrum semiovale de una hembra de babuino de ciclo menstrual de 16 afios
de edad y de un macho de 11 afios de edad. Al dia siguiente, empezaron tratamiento los animales con 10 mg/kg de
GCV dos veces al dia durante 14 dias mediante el sistema tether. A los 2 dias y a la semana después de la inyeccion,
se recogieron muestras de plasma, suero, esperma, orina y heces y se ensayaron para el andlisis de virus liberados
y respecto a la presencia de anticuerpos para adenovirus. Se planed que si no se encontraban virus, los animales se
someterian a procesamiento de imagenes cerebrales con potenciacién de gadolinio a aproximadamente 3 semanas
después de la inyeccion virica y llevdndose a cabo las necropsias de los animales al dia siguiente. El babuino macho
murié 5 dias después de la inyeccién viral.

Estos animales murieron o se les sometié a eutanasia a los 5 y 10 dias después de la inyeccién del vector y de la
iniciacion del tratamiento con GCV. En ambos, existié un area de 1,5 a 1,8 cm de necrosis de licuefaccion en el sitio
de la inyeccion. Estas masas necréticas ejercieron un efecto masico. El examen histopatoldgico reveld una inflamacién
aguda caracterizada por células polimorfonucleares y linfocitos mezclados con necrosis de licuefaccion eosinofilica
del centrum semiovale. Irradiando a partir de la masa tumoral se encontré edema cerebral, evidenciado por espongiosis
de la sustancia blanca. Se apreciaron infiltrados perivasculares linfociticos intensos hasta a partir de 1,5 cm de la
cavidad de la inyeccién en el hemisferio derecho. Se aprecié transmuralmente necrosis de coagulacion en los vasos
adyacentes al sitio de la inyeccién. En el hemisferio izquierdo, tronco cerebral y cerebelo, se apreciaron raros focos de
infiltrado perivascular. Una infiltracién multifocal linfocitica subaracnoidea se encontré predominantemente sobre el
hemisferio derecho, pero, en grado menor, se encontraba sobre el hemisferio izquierdo y alrededor del tronco cerebral
y del cerebelo. No se encontrd destruccion del plexo coroideo ni del epéndimo, aunque se aprecié inflamacion focal
del plexo coroideo en el hemisferio derecho en el animal que sobrevivié durante 10 dias. No se apreciaron inclusiones
intranucleares virales. Los cortes con tincién rdpida de azul de Luxol no mostraron pérdidas de mielina, excepto en
las cavidades necréticas.

El examen sistémico dio a conocer pulmones congestionados en los animales que murieron el dia 5; y el examen
microscopico demostré material eosinéfilo que rellenaba los espacios alveolares, lo que sugeria edema pulmonar
neurogénico. No se encontré inflamacién pulmonar. Los animales a los que se les practicé la eutanasia a los 10 dfas,
no mostraron patologia sistémica.

Grupo 3- Tratamiento con dosis altas de ADV/RSV-tk, sin tratamiento con GCV, supervivencia de 3 y 5 semanas.
Para diferenciar entre el efecto de la inyeccién virica y de la inyeccién virica mas la administracién de GCV, a 2
babuinos machos (con edades de 10,5 y 11,5) se les inyectaron 3x10' particulas de ADV/RSV-tk de la misma forma
que anteriormente. A estos dos animales no se les traté con GCV. Se tomaron muestras y se analizaron tal como
se ha descrito anteriormente. Se llevé a cabo la necropsia en un babuino a las 3 semanas después de la primera
postinyeccién MR. Al otro babuino se le practic6 la necropsia 6 semanas después del segundo MR. Se analizaron
como antes muestras de tejidos y liquidos.

El animal que se examin a las tres semanas, presentaba una cavidad cistica de 1,5 cm en el centrum semiovale
derecho. En el examen macroscépico no se detectaron efecto de masa, aparicion de hernias, o hemorragias. Histopa-
tolégicamente, la cavidad estaba rellena con macréfagos que contenian desechos lipidicos. Adyacentes a la cavidad,
se detectaron gliosis moderada, inflamacién linfocitica persistente, infiltrados linfociticos perivasculares, y un edema
minimo de la sustancia blanca. No se apreciaron inclusiones viricas, y el plexo coroideo y el epéndimo estaban intac-
tos. Se detectaron focos moderados de conjuntos de linfocitos subaracnoideos sobre el hemisferio derecho, pero no a
la izquierda o alrededor del tronco cerebral. No se detectaron alteraciones patolégicas sistémicas.

El animal que se examind a las seis semanas después del tratamiento presentaba una cavidad cistica ligeramente
irregular de 1,6 cm en el centrum semiovale posterior derecho. El tapizado de la cavidad era de un ligero color castafio,
no evidencidndose efecto de masa, aparicion de hernias o hematomas. El examen microscopico demostré macréfagos
repletos de lipidos en el interior de la pared de la cavidad, infiltrado linfocitico persistente en la pared y cerca de
alrededor de los vasos sanguineos e, inmediatamente adyacentes a la cavidad, gliosis y un minimo edema. No se
apreciaron infiltrados del plexo coroideo, del epéndimo o residuales leptomeningeos. No se encontraron alteraciones
patoldgicas sistémicas.

En resumen, parece constituir un efecto neurotéxico dependiente de la dosis del vector, con los grupos de trata-
miento a altas dosis, que presenta necrosis de coagulacién en el sitio de la inyeccién, que, a lo largo del tiempo, es
depurado por los macréfagos para producir cavidades cisticas. El proceso persiste durante seis semanas, el compo-
nente inflamatorio se resuelve en este punto. E1 GCV parece potenciar la toxicidad clinica del vector a altas dosis, ya
que los dos animales que recibieron altas dosis del vector mds GCV, murieron o llegaron a estar lo bastante enfermos
como para necesitar la eutanasia. Los animales con el vector de dosis moderada mas GCV mostraron sélo evidencia
microscopica de neurotoxicidad en el sitio de la inyeccidn. El vector adenovirico ejerce efectos citopdticos dependien-
tes de la dosis mediante las proteinas estructurales de pentén estableciendo un paralelismo con el efecto citopatico
del adenovirus de tipo salvaje. En este experimento, el hecho de que los dos grupos con dosis altas, con y sin GC,
presentaran necrosis, mientras que los animales con dosis moderadas, que recibieron GVC, no la presentaran, sugiere
fuertemente un efecto citopético directo del vector, mas que una toxicidad proveniente de la conversién 6k de BVC a
compuestos téxicos. Este experimento establece un umbral de la dosis para la citopatologia de 1,5x10° particulas. Las
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dosis del vector inferiores a este umbral, asociadas con BVC, es téxica para dividir las células tumorales, mientras
mantiene los constituyentes celulares del CNS (sistema nervioso central) que no se dividen.

Andlisis MRI de los cerebros de babuino tratados con dosis altas y moderadas de ADV/RSV-tk. Las alteraciones
neuropatolégicas macroscopicas parecen reflejarse en los hallazgos MRI. Desafortunadamente, nuestros animales con
altas dosis vectorianas mds GCV sucumbieron antes de que pudiera llevarse a cabo el seguimiento de los MRI. Los
animales con el vector a dosis altas sin GCV mostraron dreas de alta intensidad de la sefial en las imdgenes T2 a las
tres semanas, que corresponden a las cavidades cisticas que se apreciaron a las tres y seis semanas en la necropsia. A
las tres semanas, era demostrable mediante MRI algin efecto minimo de masa. El MRI de los animales restantes en
este grupo, a las seis semanas, mostré una mejor delineacion de la cavidad cistica que correspondia a los hallazgos
patolégicos macroscépicos de una cavidad circunscrita resuelta. La fuga de gadolinio se aprecié en estos animales,
correspondiendo a los cambios inflamatorios alrededor de los vasos sanguineos. Los animales con el vector a dosis
moderadas mis GCV, mostraron alteraciones del MRI mucho menos admirables, no aprecidndose la formacién de
cavidades mediante el procesamiento de las imagenes o mediante la inspeccién macroscépica, cuya falta de formacioén
de imdgenes correspondia al efecto téxico mds bajo del régimen de tratamiento. Estos resultados indican que el MRI
puede utilizarse para controlar los efectos tisulares de esta terapia.

Andlisis PCR de tejidos de babuinos a los que se inyectaron dosis altas y moderadas de ADV/RSV-tk. Se utiliz6
tejido necrépsico (de un didmetro de 2 a 3 mm) para el andlisis. En casos de muestras de 6rganos mds grandes (cerebro,
higado, etc), se recogieron y agruparon multiples muestras tisulares (de 4 a 6). E1 ADN total se aisl6 utilizando SDS
y proteinasa K (Ausubel ef al., 1987). Una parte alicuota de 1 ul de ADN de cada muestra se utilizé en la reaccién
PCR. Los oligonucleétidos de iniciacién utilizados fueron un iniciador con sentido Adv3205 (5’-GTGTTACTCA
TAGCGTAA-3’) y un iniciador antisentido RSV 270A (5’-GACTCCTAACCGCGACA-3’), el primero situado en las
secuencias adenoviricas y el otro en las RSV-LTR, emplazdndose los dos 5’ del gen de la timidina quinasa en el
plasmido recombinante pADL-1/RSV-tk, utilizado para generar el virus recombinante. La reaccién PCR se llevé a
cabo durante 30 ciclos de 30s a 92°C, de 30s a 50°C, y de 1 m a 72°C. La mezcla reactiva consistia en 50 uM de cada
dNTP nd, de 50 pM de cada uno de los iniciadores y de 4 unidades de Taq polimerasa en un volumen total de 100
ul (Saiki, 1990). Al final de la PCR, una parte alicuota de 10 ul del producto, se sometié a electroforesis en un gel
de agarosa NuSieve al 4%. El gel se sometid a tincién con bromuro de etidio y se visualiz6 bajo luz ultravioleta. Las
muestras que dieron lugar a un fragmento de 232 pares de bases, tal como se aprecia en el gel, se clasificaron como
positivas. El sitio de inyeccién fue positivo en 3 de los 4 animales que recibieron altas dosis del virus. Un animal que
tenia la secuencia virica en el sitio de la inyeccidn, mostraba también el virus en la médula espinal. Los otros dos
animales que dieron positivo en el sitio de la inyeccidn, fueron negativos en otras dreas del SNC (sistema nervioso
central). Ningtn otro tejido, incluyendo las génadas, resulté positivo para las secuencias ADV/RSV-tk. Los resultados
del andlisis se dan en la Tabla III.

TABLA III

Andlisis PCR de tejidos de babuinos inyectados con AVD/RSV-tk ND= no realizado

ORGANO Dosis mod Dosis mod | D.aita+ | D. aita + D. alta D. alta
+GCV; J +GCV; 3 GCv;d | GCv: 8 | -Gev; 8 | -Gev; &
Sitio de inyeccion - - + + + N
CNS distal al sitio - - + - - .
Pulmoén ND - ND - - _
Rifon - . - . _ ND

L 4

Ovario/génadas - - - - _
* Eliminado antes del estudio.

La totalidad de las patentes y publicaciones que se mencionan en la presente solicitud, indican los niveles de los
expertos en la materia, a la que la invencion pertenece.

Un experto en la materia apreciard ficilmente que la presente invencion estd bien adaptada para llevar a cabo los
objetivos y conseguir las finalidades y ventajas que se mencionan, asi como las inherentes a ella. Los métodos, pro-
cedimientos, tratamientos, moléculas y compuestos especificos que se describen en la presente memoria, representan
actualmente las formas de realizacién preferidas, son ejemplificativos y no limitativos del alcance de la invencion.
Para los expertos en la materia resultardn evidentes modificaciones en la presente memoria y se presentardn usos que
estan incluidos en las ensefianzas de la invencidn y estdn definidos por el alcance dentro de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de suministro de ADN para administrar un gen suicida y uno o mas genes de la citoquina contenidos
en el ADN para un individuo, para el tratamiento de un tumor sélido, papiloma o verruga, en un animal no humano o
en un humano, selecciondndose dicho sistema de suministro de ADN de entre un vector virico, un vector episémico,
un liposoma, un lipido catiénico o un sistema de suministro no viral constituido por el ADN o ARN de interés, una
porcién que reconoce y se une a un receptor superficial celular o antigeno, una porcién de unién al ADN, y una
porcion litica que permite el transporte de un complejo desde la superficie celular al citoplasma, en el que el gen
suicida y dichos uno 0 més genes de la citoquina estdn contenidos en el interior de dichos ADN o ARN y pueden ser
expresados, y en el que el gen suicida esta adaptado para codificar una proteina que puede convertir enzimaticamente
in vivo un profarmaco que se administra a dicho animal o humano en un compuesto téxico.

2. Sistema segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia del gen suicida estd adaptada para expresar los c6digos
para una proteina seleccionada de entre la timidina quinasa del virus del herpes simplex, una timidinaquinasa del virus
de la varicela zoster o una citosina desaminasa bacteriana.

3. Sistema segun la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha una o mas secuencias del gen de la citoquina, son
seleccionadas de entre interleucina-1, interleucina-2, interleucina-4, interleucina-6, interleucina-7, interleucina-10, in-
terleucina-12, interferén-a, interferén-g3, interferén-9, factor de necrosis tumoral @ y el factor de necrosis tumoral S, el
factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) o factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF).

4. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia del gen suicida estd adaptada para
expresar una proteina que puede convertir un profarmaco seleccionado de entre ganciclovir, aciclovir, 1-5 yodouracilo
FIAU, 5-fluorocitosina, o 6-metoxipurina arabinésido o un derivado de los mismos.

5. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, cuando se adapta para tratar un tumor seleccionado de
entre un cancer de colon, prostatico, mamario, pulmonar, dérmico, hepdtico, 6seo, pancredtico, ovarico, testicular, de
la vejiga, renal, cerebral, de cabeza o de cuello.

6. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, cuando se adapta para tratar un papiloma seleccionado
de entre un papiloma de células escamosas, un papiloma del plexo coroideo o un papiloma laringeo.

7. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, cuando se adapta para tratar una verruga seleccionada de
entre una verruga genital, una verruga plantar, una epidermodisplasia verruciforme o una verruga maligna.
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