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DESCRIPCION

Meétodo para transferir genes al sistema nervioso
central.

1. Introducciéon

La presente invencion se refiere a un medio pa-
ra implantar células productoras en el cerebro de un
mamifero. Las células productoras estdn modificadas
genéticamente con un vector recombinante basado en
retrovirus que codifica un factor tumoricida o factor
de susceptibilidad que confiere a las células tumora-
les sensibilidad a agentes quimioterapéuticos o radio-
terapéuticos. Antes del transplante en el cerebro del
mamifero, las células productoras se cultivan prime-
1o in vitro en una matriz de soporte para aumentar la
viabilidad a largo plazo de las células transplantadas y
para proporcionar un beneficio funcional a largo pla-
zo.

2. Antecedentes de la invencién

Los tumores cerebrales son la causa principal de
muertes por cdncer en las personas menores de 35
afios. La incidencia de tumores del sistema nervioso
central es de mds de dos veces la de la enfermedad
de Hodgkin, més de la mitad de la de melanoma y, en
mujeres, la frecuencia de mortalidad causada por tu-
mores del sistema nervioso central es casi equivalente
a la causada por cancer de ovario. En nifios, los tumo-
res cerebrales son el tumor sélido mds comun y estdn
en segundo lugar solamente detras de la leucemia co-
mo causa global del cdncer en los nifios. (Dale, D.C.
y Federman, D.D., 1995, Scientific American Medi-
cine, Scientific American, Inc., Nueva York, Capitulo
7.) La mayoria de los tumores cerebrales son inope-
rables; e incluso para los tumores cerebrales que son
operables, la cirugia es extremadamente dificil y fre-
cuentemente conduce a trastornos neurologicos.

La aplicacién in vivo de terapia génica mediada
por vectores retrovirales se ha aplicado al tratamien-
to de tumores cerebrales (Oldfield ef al., 1993, Hum.
Gene Ther.; 4:39-69; Culver et al., 1992 Science
256:1550-2). Quizés, la aplicacién mas ampliamente
estudiada de la terapia génica utiliza retrovirus mo-
dificados genéticamente para expresar proteinas que
activan un profarmaco relativamente no téxico para
formar un agente altamente téxico. Por ejemplo, las
células productoras retrovirales que expresan factores
de susceptibilidad se han transplantado en el tejido ce-
rebral de pacientes para eliminar las células tumora-
les (Barba, D. et al., documento WO 93/04167). Una
aplicacién particular del sistema utiliza el gen de la
timidina quinasa del virus del herpes simple que con-
fiere sensibilidad a farmacos anti-virales tales como
ganciclovir y aciclovir (Barba et al., documento WO
93/04167; Moolten, FL. et al., 1986, Cancer Resear-
ch 46:5276-5281). El producto del gen HSV-TK cata-
liza la fosforilacién de varios andlogos de nucledsidos
que son malos sustratos para la TK de células de ma-
mifero. Por ejemplo, el firmaco anti-herpes aciclovir
muestra toxicidad minima para células que carecen de
actividad HSV-TK, pero se activa en células que ex-
presan HSV-TK en una forma téxica capaz de inhibir
la sintesis de ADN y que ha demostrado presentar ci-
totoxicidad selectiva para células que expresan el gen
HSV-TK.

Una preocupacién asociada con el uso de terapia
génica mediada por vectores retrovirales es que las
células productoras implantadas no podrian continuar
sobreviviendo y/o expresando los genes terapéuticos
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durante los periodos de tiempo necesarios para con-
seguir el beneficio terapéutico maximo. Generalmen-
te se sabe que las células implantadas directamente en
el cerebro mueren en aproximadamente un periodo de
dos a cuatro semanas (véase, por ejemplo, Itukura, T.
et al., 1988, J. Neurosurg. 68:955-959). En algunos
casos, la adherencia de las células a microvehiculos,
antes del implante in vivo, ha demostrado potenciar
la viabilidad a largo plazo de células transplantadas
(Cherskey et al.; documento WO 9206702) pero hasta
la fecha este método no se ha aplicado satisfactoria-
mente a lineas celulares productoras retrovirales.

3. Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un medio pa-
ra transferir genes que codifican un factor tumoricida
o factor de susceptibilidad a células tumorales cere-
brales. El medio comprende el implante de células
productoras modificadas genéricamente con un vec-
tor recombinante basado en retrovirus que codifica
un factor tumoricida o factor de susceptibilidad en el
cerebro del mamifero. Las células productoras modi-
ficadas genéticamente producen particulas retrovira-
les infecciosas que son capaces de infectar las célu-
las tumorales cerebrales adyacentes volviendo de este
modo a las células tumorales sensibles a agentes qui-
mioterapéuticos o radioterapéuticos. Como el sistema
de transferencia de genes en vector retroviral requie-
re una célula diana proliferante para la integracién y
expresion génica en el cerebro, la aplicacién de este
sistema a tumores cerebrales tiene la ventaja de que
los retrovirus estan dirigidos a las células proliferan-
tes del tumor cerebral, mientras que las células cere-
brales no proliferantes normales permanecen sin in-
fectar.

Pueden usarse varios genes que codifican factores
tumoricidas o de susceptibilidad en la practica de la
invencion. Dichos genes codifican enzimas que pue-
den convertir un profirmaco relativamente no téxico
en un agente altamente téxico. Las células modifica-
das genéticamente para que expresen dichos genes
esencialmente cometen suicidio metabdlico en pre-
sencia del profarmaco apropiado.

En una realizacién de la invencion, el gen de la
timidina quinasa del herpes simple (HSV-TK) pue-
de modificarse genéticamente en los vectores retrovi-
rales recombinantes. Cualquier célula posteriormente
infectada con los retrovirus recombinantes, y que ex-
prese el gen HSV-TK, llegaria a ser sensible a agentes
quimioterapéuticos tales como aciclovir y ganciclo-
vir. En otra realizacién de la invencién, puede modifi-
carse genéticamente el gen de la citosina desaminasa
(CD) en vectores retrovirales recombinantes. Las cé-
lulas que expresan el gen CD metabolizan el profar-
maco relativamente no téxico 5-fluorocitosina en el
5-fluorouracilo altamente téxico (Mullen, CA et al.,
1994, Cancer Res. 54:1503-6).

La presente invencién comprende adicionalmente
el cultivo de las células productoras in vitro en una
matriz de soporte antes del implante en el cerebro del
mamifero. La preadhesion de las células a microvehi-
culos antes del implante en el cerebro estd disefiada
para potenciar la viabilidad a largo plazo de las célu-
las transplantadas y proporcionar un beneficio funcio-
nal a largo plazo.

La invencidn se basa, en parte, en la demostracién
de que la preadhesion de células productoras a mi-
crovehiculos antes del transplante en el cerebro de un
mamifero potencia la viabilidad de las células trans-
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plantadas. En una realizacién particular, descrita en
este documento, las células productoras se transplan-
taron en los cerebros de ratas. Las células productoras
transplantadas producen particulas retrovirales infec-
ciosas que se han modificado genéticamente para ex-
presar el gen de la fosfatasa alcalina. Los resultados
demuestran la expresion exitosa a largo plazo del gen
de la fosfatasa alcalina en el cerebro del animal trans-
plantado.

4. Descripcion de los dibujos

Figura 1. Seccién de los cerebros de ratas a las
que se les ha implantado células no transfectadas so-
bre perlas de microvehiculo (aumento 20x). Se obser-
va poca o ninguna tincién rodeando las perlas.

Figura 2. Seccién de los cerebros de ratas al las
que se les ha implantado células transfectadas, sin mi-
crovehiculos (aumento 20x). No se observa tincién en
la seccion.

Figura 3. Seccion de los cerebros de ratas a las que
se les ha implantado 30 dias antes células transfecta-
das con el plasmido del gen de la fosfatasa alcalina en
perlas de microvehiculo (aumento 10x). Se observa
elevada densidad de material tefiido de oscuro (célu-
las).

5. Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para
tratar tumores cerebrales que comprende el implante,
en el cerebro de un mamifero, de células producto-
ras modificadas genéticamente con un vector recom-
binante basado en retrovirus que codifica un factor tu-
moricida o factor de susceptibilidad. Las células pro-
ductoras producen particulas retrovirales infecciosas
que son capaces de infectar células tumorales cerebra-
les volviendo de este modo a esas células tumorales
sensibles a agentes quimioterapéuticos. La viabilidad
a largo plazo de las células productoras puede poten-
ciarse a través del cultivo in vitro de las células pro-
ductoras en una matriz de soporte antes del implante.

En particular, se ha demostrado que el ADN de
interés puede introducirse de manera eficaz y estable
en “células productoras” que se transfieren posterior-
mente a una matriz de soporte que puede transplan-
tarse o injertarse en un cerebro de mamifero. Las cé-
lulas productoras producen particulas retrovirales in-
fecciosas que pueden infectar el tejido cerebral loca-
lizado en cercana proximidad a las células producto-
ras implantadas. El tejido cerebral infectado demostrd
expresar el gen de interés hasta 30 dias después del
transplante.

5.1. Vectores retrovirales

Para expresar factores tumoricidas o de suscepti-
bilidad, las secuencias nucleotidicas que codifican di-
chos factores se insertan en un vector de expresion
retroviral apropiado. Pueden usarse métodos que son
bien conocidos para los especialistas en la técnica
para construir los vectores retrovirales recombinan-
tes que contienen secuencias que codifican nucleoti-
dos tumoricidas o de susceptibilidad asociadas de for-
ma operativa a las sefiales de control de la transcrip-
cién/traduccion apropiadas. La construccién de vec-
tores retrovirales recombinantes que contienen las se-
cuencias codificantes tumoricidas o de susceptibilidad
pueden generarse usando técnicas de ligamiento y res-
triccién convencionales que son bien entendidas en la
técnica. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas en
Sambrook et al., en Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York,
2aed., 1989 y Auselbel et al., 1989, Current Protocols
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in Molecular Biology, Greene Publishing Associates
& Wiley Interscience, N.Y.

Los especialistas en la técnica pueden utilizar una
diversidad de vectores recombinantes basados en re-
trovirus igual de bien. Los vectores recombinantes
pueden contener cantidades variables de secuencias
retrovirales que incluyen repeticiones terminales lar-
gas retrovirales (LTR), que son necesarias para la in-
tegracion en el genoma hospedador, y sefiales de em-
paquetado (psi) que son necesarias para la encapsi-
dacién de transcritos de ARN recombinantes de los
provirus en particulas virales maduras. Los vectores
retrovirales particularmente adecuados incluyen, aun-
que sin limitacién, los descritos en las siguientes refe-
rencias, que se incorporan cada una como referencia:
vectores SAX (Kantoff P.W. er al., 1986, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83:6563); vectores N2 (D. Armenta-
no et al., 1987, J. Virology 61:1647); vectores LXS-
NA (Miller A.D. et al., 1989, Biotechniques 7:980-
990); y vectores LASN (Blood 72:876-81).

Los vectores recombinantes también pueden con-
tener secuencias plasmidicas bacterianas necesarias
para conferir resistencia a antibidticos tales como am-
picilina y tetraciclina y secuencias necesarias para la
replicacién en bacterias. Ademads, los vectores recom-
binantes pueden contener genes marcadores de selec-
cién que pueden usarse para identificar células trans-
fectadas de forma estable. El marcador de seleccién
en los vectores recombinantes confiere resistencia a la
seleccién y permite que las células integren de forma
estable el vector de expresion retroviral recombinante
en sus cromosomas. Este método puede usarse de for-
ma ventajosa para identificar lineas celulares produc-
toras transfectadas satisfactoriamente que posterior-
mente producirdn particulas retrovirales infecciosas.

Pueden usarse varios sistemas de seleccion, in-
cluyendo, aunque sin limitacion, los genes de la hi-
poxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybals-
ka & Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
48:2026), y la adenina fosforribosiltransferasa (Lowy,
etal., 1980, Cell 22:817) que pueden usarse en células
HGPRT™ o APRT", respectivamente. Ademas, puede
usarse resistencia a antimetabolitos como base de se-
leccién para los genes DHFR, que confiere resistencia
a metotrexato (Wigler, et al., 1980, Natl. Acad. Sci.
USA 77:3567; O’Hare, et al., 1981, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78:1527); GPT, que confiere resistencia a
dcido micofendlico (Mulligan & Berg, 1981, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78:2072); neo, que confiere re-
sistencia al aminoglic6sido G-418 (Colberre-Garapin,
etal., 1981, J. Mol. Biol. 150:1); e hygro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre, et al., 1984, Gene
30:147). Recientemente, se han descrito genes de se-
leccién adicionales, concretamente trpB, que permite
que las células utilicen indol en lugar de triptéfano;
hisD, que permite que las células utilicen histinol en
lugar de histidina (Hartman & Mulligan, 1988, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:8047); y ODC (ornitina des-
carboxilasa) que confiere resistencia al inhibidor de la
ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-orniti-
na, DFMO (McConlogue L., 1987, En: Current Com-
munications in Molecular Biology, Cold Spring Har-
bor Laboratory ed.).

Pueden usarse varios factores tumoricidas o de
susceptibilidad, en la practica de la invencién. Dichos
factores estan definidos como aquellos que confieren
a las células sensibilidad a agentes quimioterapéuti-
cos. En una realizacién particular de la invencidn, el
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gen HSV-TK se inserta en un vector retroviral recom-
binante. La regién codificante de HSV-TK puede ob-
tenerse de una diversidad de clones disponibles al pu-
blico (Wigler et al. 1977, Cell 11:223). La infeccién
de células tumorales con dichos vectores retrovirales
confiere a esas células sensibilidad a farmacos tales
como aciclovir y ganciclovir.

De acuerdo con la invencion, las secuencias nu-
cleotidicas que codifican factores tumoricidas o de
susceptibilidad pueden asociarse de forma operativa
con sefiales promotoras-potenciadores de LTR retro-
virales. Una unién operativa es una en la que las se-
cuencias promotoras/potenciadoras de LTR y el gen
tumoricida o de susceptibilidad estdn asociadas de un
modo tal para permitir la expresion génica. Como al-
ternativa, los especialistas en la técnica pueden uti-
lizar otras secuencias promotoras/potenciadoras igual
de bien para proporcionar transcripcion de las secuen-
cias insertadas. Por ejemplo, pueden usarse elementos
promotores/potenciadores aislados del genoma de cé-
lulas de mamifero, de virus permisivos para el cre-
cimiento en células de mamifero, o producidos por
técnicas de ADN recombinante o sintéticas para pro-
porcionar trascripcién del gen que codifica el factor
tumoricida o de susceptibilidad. Puede usarse cual-
quiera de varios elementos promotores/potenciadores
adecuados, incluyendo promotores constitutivos e in-
ducibles, en los vectores de expresion.

También pueden incluirse sefiales de inicio especi-
ficas necesarias para una traduccioén eficaz del gen in-
sertado en los vectores de expresion retrovirales. Es-
tas secuencias de control de la traduccién exdgenas
que pueden incluir un codén de inicio ATG y secuen-
cias adyacentes pueden ser de una diversidad de ori-
genes, tanto naturales como sintéticos. En casos en
los que el gen tumoricida o de susceptibilidad com-
pleto, incluyendo su propio codén de inicio y secuen-
cias adyacentes, se inserta en el vector de expresion
apropiado, puede que no se necesiten sefiales de tra-
duccién adicionales. Sin embargo, en casos en los que
se inserta solamente un parte de la secuencia codifi-
cante tumoricida o de susceptibilidad, las sefiales de
control de la traduccién exdgenas, incluyendo el ini-
cio ATG, deben estar en fase con la fase de lectura de
la secuencia codificante tumoricida o de susceptibili-
dad para asegurar la traduccién del inserto completo.
La eficacia de la expresion puede potenciarse por la
inclusion de elementos potenciadores de la transcrip-
cién, terminadores de la transcripcion, etc. apropia-
dos (véase, Bitter et al., 1987, Methods in Enzymol.
153:516-544).

En una realizacién especifica descrita en este do-
cumento, se transfectaron células productoras con un
vector retroviral modificado genéticamente para con-
tener el gen que codifica la fosfatasa alcalina, bajo el
control de la LTR del vector y resistencia a G418 di-
rigido por el promotor SV40. Las células productoras
transfectadas se unieron a microvehiculos de dextra-
no recubiertos con coldgeno seguido de transplante en
el cerebro de la rata. Los estudios histoldgicos reali-
zados 30 dias después del implante indicaron una ex-
presion a largo plazo del gen de la fosfatasa alcalina
en células infectadas de forma retroviral.

Aunque los vectores retrovirales recombinantes
son los vectores preferidos para su uso en el método
de la presente invencion, también pueden usarse otros
vectores virales para expresar genes tumoricidas o de
susceptibilidad. Por ejemplo, pueden usarse adenovi-
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rus, virus adeno-asociados, virus de Epstein-Barr, pa-
pilomavirus, virus vaccinia, herpesvirus y otros virus
humanos y animales para expresar factores tumorici-
das o de susceptibilidad en células a transplantar en
el cerebro de un mamifero. Por ejemplo, en casos en
los que se usa un adenovirus como vector de expre-
sién, puede ligarse la secuencia codificante del factor
tumoricida o de susceptibilidad a un complejo de con-
trol de la transcripcién/traduccién de adenovirus, por
ejemplo, el promotor tardio y la secuencia lider tri-
partita. Este gen quimérico después puede insertarse
en el genoma de adenovirus por recombinacién in vi-
tro o in vivo. La insercién en una regién no esencial
del genoma viral (por ejemplo, regiéon E1 y E3) pro-
ducird un virus recombinante que es viable y capaz
de expresar genes tumoricidas o de susceptibilidad en
células hospedadoras infectadas (por ejemplo, véase
Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
81:3655-3659).

5.2. Lineas celulares de empaquetado

Para producir particulas retrovirales transmisibles,
se transfectan los vectores de expresion retrovirales
recombinantes en lineas celulares “productoras” es-
tables. Las lineas celulares productoras contienen un
provirus integrado de forma estable que expresa to-
das las funciones retrovirales necesarias en trans para
empaquetar los transcritos virales en particulas de vi-
rus maduro. Estas incluyen los genes del antigeno es-
pecifico de grupo (gag), envuelta (env) y polimerasa
(pol). El gen gag codifica las protefnas estructurales
internas (nucleocapsida); el gen pol codifica la ADN
polimerasa dirigida por ARN (transcriptasa inversa);
y el gen env codifica las glicoproteinas de la envuelta
viral. Una caracteristica esencial del provirus integra-
do de forma estable es la ausencia de secuencias de
empaquetado (las secuencias psi) que normalmente
proporcionan las sefiales necesarias en cis para empa-
quetar transcritos virales. Por lo tanto, los transcritos
que surgen de la expresioén del provirus no se empa-
quetan en particulas virales, sino que en su lugar, pro-
porcionan en trans los productos génicos necesarios
para empaquetar particulas virales.

Como los vectores retrovirales requieren la divi-
sion celular y la sintesis de ADN para una infeccion
eficaz, la integracion y expresion génica, las células
“productoras” son preferiblemente células de creci-
miento activo. Dichas células productoras pueden in-
cluir fibroblastos, neuronas, células gliales, queratino-
citos, hepatocitos, o cualquier otra célula de mamifero
capaz de transfectarse e implantarse usando los méto-
dos de la presente invencion.

Puede emplearse una diversidad de lineas celula-
res productoras para su uso en el método de la pre-
sente invencion. Por ejemplo, pueden utilizarse las li-
neas celulares productoras retrovirales ya existentes
en la prictica de la invencién. Dichas lineas celulares
pueden incluir la linea celular BOSC23 (Pear, W.S. et
al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:8392-8396),
Psi2 (Cone, R.D. et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 81:6349-6353), Psi am (Hartley, J.W. et al.,
1976, Journal of Virology 19:19-25) o cualquier otra
linea celular productora funcionalmente equivalente
que proporcione productos génicos en frans necesa-
rios para el empaquetado viral.

Como alternativa, pueden generarse nuevas lineas
celulares productoras adicionales. Para crear lineas
celulares productoras adicionales, se introducen por
transfeccion vectores retrovirales que sintetizan todas
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las proteinas necesarias en trans para el ensamblaje
viral en células de crecimiento activo. Puede utilizar-
se una diversidad de técnicas de transfeccién que son
bien conocidas para los especialistas en la técnica, pa-
ra transferir los vectores de expresion retrovirales en
lineas celulares productoras. Dichas técnicas incluyen
precipitaciéon de ADN con fosfato cdlcico, transfec-
cién por DEAE-Dextrano, electroporacion, o transfe-
rencia de ADN mediada por liposomas.

Las células productoras se transfectaron posterior-
mente con los vectores retrovirales recombinantes que
contenian los genes tumoricidas o de susceptibilidad
y, opcionalmente, ADN que codifica un marcador de
seleccion. En casos en los que los vectores recom-
binantes contienen un marcador de seleccion, puede
realizarse una seleccion de células transfectadas antes
del implante.

5.3. Cultivo in vitro de lineas celulares de empaque-
tado

Para aumentar la viabilidad a largo plazo de las cé-
lulas productoras transplantadas, primero se unen las
células productoras in vitro sobre una matriz de sopor-
te. Los materiales de los que puede estar comprendida
la matriz de soporte incluyen los materiales a los que
se adhieren las células después de incubacién in vi-
tro, y sobre los que pueden crecer las células, y que
pueden implantarse en el cerebro de un mamifero sin
producir una reaccién téxica, o una reaccion inflama-
toria que destruiria las células implantadas o impedi-
ria de otro modo la actividad biolégica o terapéutica.
Dichos materiales pueden ser sustancias quimicas sin-
téticas o naturales o sustancias que tengan un origen
bioldgico. Los materiales de matriz incluyen, aunque
sin limitacién, vidrio y otros 6xido de silicio, poliesti-
reno, polipropileno, polietileno, fluoruro de polivini-
lideno, poliuretano, polialginato, polisulfona, alcohol
polivinilico, polimeros de acrilonitrilo, poliacrilami-
da, policarbonato, polipenteno, nylon, amilasas, ge-
latina, coldgeno, polisacdridos naturales o modifica-
dos, incluyendo dextranos y celulosas (por ejemplo,
nitrocelulosa), agar, y magnetita. Pueden usarse ma-
teriales reabsorbibles o no reabsorbibles. También se
proponen materiales de matriz extracelular, que son
bien conocidos en la técnica. Los materiales de matriz
extracelular pueden obtenerse en el mercado o prepa-
rarse cultivando células que secretan dicha matriz, re-
tirando las células secretoras, y permitiendo que las
células a transplantar interaccionen con y se adhieran
a la matriz. El material de matriz sobre el que crecen
las células a implantar, o con el que se mezclan las
células, puede ser un producto autdctono de las pro-
pias células productoras implantadas. Por tanto, por
ejemplo, el material de matriz puede ser matriz extra-
celular o material de membrana basal que se produce
y secreta por las células productoras a implantar.

Para mejorar la adhesién celular, la supervivencia
y la funcién, la matriz sélida puede recubrirse opcio-
nalmente en su superficie externa con factores cono-
cidos en la técnica por promover la adhesién celular,
crecimiento o supervivencia. Dichos factores inclu-
yen moléculas de adhesién celular, matriz extracelu-
lar, tales como, por ejemplo, fibronectina, laminina,
coldgeno, elastina, glicosaminoglicanos, o proteogli-
canos o factores de crecimiento, tales como, por ejem-
plo, factor de crecimiento de nervios (NGF). Como
alternativa, si la matriz sélida a la que se unen las cé-
lulas implantadas se construye de material poroso, el
factor o factores promotores del crecimiento o super-

10

15

20

25

35

40

45

50

55

60

65

vivencia pueden incorporarse en el material de matriz,
del que se liberarfan lentamente después del implante
in vivo.

Cuando estdn unidas al soporte de acuerdo con la
presente invencion, las células usadas para el trans-
plante generalmente serdn de la “superficie externa”
del soporte. El soporte puede ser s6lido o poroso. Sin
embargo, incluso en un soporte poroso, las células es-
tdn en contacto directo con el medio externo sin una
membrana intermedia u otra barrera. Por tanto, de
acuerdo con la presente invencidn, se considera que
las células estdn en la “superficie externa” del soporte
aunque la superficie a la que se adhieren puede estar
en forma de pliegues o circunvoluciones internas del
material de soporte poroso que no estdn en el exterior
de la particula o la propia perla.

La configuracién del soporte es preferiblemente
esférica, como en una perla, pero puede ser cilindri-
ca, eliptica, una ldmina plana o tira, una aguja o for-
ma de alfiler, y similares. Una forma preferida de ma-
triz de soporte es una perla de vidrio. Otra perla pre-
ferida es una perla de poliestireno. Los tamafios de
perla pueden variar de aproximadamente 10 ym a 1
cm de didmetro, preferiblemente de aproximadamen-
te 90 a aproximadamente 150 pum. Para una descrip-
cién de diversas perlas de microvehiculo, véase, por
ejemplo, Fisher Biotech Source 87-88, Fisher Scienti-
fic Co., 1987, paginas 72-75; Sigma Cell Culture Ca-
talog, Sigma Chemical Co., St. Louis, 1991, paginas
162-163; Ventrex Product Catalog, Ventrex Labora-
tories, 1989; incorporandose estas referencias por la
presente como referencia. El limite superior en el ta-
maifio de perla estd impuesto por la estimulacién por
parte de la perla de reacciones del hospedador no de-
seadas tales como gliosis, que puede impedir la fun-
cién de las células transplantadas o causar dafio al teji-
do cerebral adyacente. Los especialistas en la técnica
pueden determinar facilmente dichas limitaciones.
5.4. Transplante de células de empaquetado

Las células productoras que expresan los genes tu-
moricidas o de susceptibilidad se cultivan in vitro 'y se
unen a una matriz de soporte. El método de la presen-
te invencion incluye el injerto intracerebral de células
productoras que contienen el gen terapéutico de inte-
rés en el drea del cerebro afectada por el tumor. Los
métodos para transplantar células en el cerebro se des-
criben en Neural Grafting in the Mammalian CNS,
1985, Bjorklund y Stenevi, eds y Gage et al., Brain
Research, cada uno de los cuales se incorpora en este
documento como referencia. Los procedimientos para
transplantar células en el cerebro incluyen:

1) inyectar las células productoras en el cerebro
del hospedador o

2) preparar una cavidad por un medio quirdrgico
para depositar las células productoras.

Las células productoras pueden inyectarse en re-
giones seleccionadas en el cerebro en cercana proxi-
midad al drea del tumor cerebral. Las células produc-
toras se introducen en una jeringa y se administran
al paciente. Pueden hacerse multiples inyecciones en
el area del tumor. Como alternativa, puede prepararse
quirdrgicamente una cavidad adyacente al 4rea del ce-
rebro afectada por el tumor y las células productoras
se pueden depositar en la cavidad.

La cantidad de células necesaria para conseguir
los propositos de la presente invencion es variable de-
pendiendo del tamatfio, edad, peso del sujeto y tamafio
del tumor cerebral. La cantidad de células puede de-
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terminarse por un especialista en la técnica sin expe-
rimentacion excesiva. En una realizacién de la inven-
cién, descrita en este documento, las células produc-
toras modificadas genéticamente, unidas a una matriz
de soporte, se implantaron en los cerebros de ratas.
Los estudios histolégicos indican que la expresion gé-
nica mediada por retrovirus podria detectarse 30 dias
después del transplante, lo que indica la expresion
exitosa a largo plazo de genes retrovirales.

Habiendo descrito ahora la invencién en lineas ge-
nerales, se entenderd la misma mas facilmente me-
diante la referencia a los siguientes ejemplos que se
proporcionan a modo de ilustracién, y no pretenden
ser limitantes de la presente invencion, salvo que se
especifique.

6. Ejemplo
Gen mediado por retrovirus a largo plazo en el cere-
bro de un mamifero

La siguiente subseccion describe el transplante de
células productoras, unidas a una matriz de soporte,
en los cerebros de ratas. Las células productoras trans-
plantadas producen particulas retrovirales infecciosas
que se han modificado genéticamente para expresar el
gen de la fosfatas alcalina. Los resultados demuestran
la expresion exitosa a largo plazo del gen de la fosfa-
tasa alcalina en el cerebro del animal transplantado.
6.1. Materiales y métodos

6.1.1. Animales y preparacion celular

Se obtuvieron ratas Sprague-Dawley (SD) macho
de Taconic Farms (Germantown, NY) a un peso de
120-150 g. La linea celular Bing es un equivalen-
te anfotrépico de la linea celular BOSC23 (W. Pear,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 90, 8392-8396,
1993) aislada de la linea de células de rifién embriona-
rio humano 293T (293tsal609neo) (R.B. DuBridge,
et al., Mol. Cell Biol. 7, 379-387, 1987) que produ-
jo sobrenadantes retrovirales capaces de infectar cé-
lulas NIH3T3 a titulos superiores a 10%/ml después de
transfeccion transitoria. En la linea celular Bing, se
introdujeron construcciones retrovirales anfotrépicas
para empaquetar vectores retrovirales deficientes en la
replicacién, tales como los vectores retrovirales basa-
dos en LXSN. Las lineas celulares se mantuvieron en
medio DMEM con alto contenido de glucosa suple-
mentado con suero de ternera fetal al 10% (Hyclone)
y antibiéticos (solucién de penicilina-estreptomicina,
Sigma).

El vector de fosfatasa alcalina se basa en la cons-
truccién retroviral LNSX (A.D. Miller, Human Gene
Ther., 1, 5-14, 1990). Contiene genes que codifican la
fosfatasa alcalina, bajo el control de la LTR del vector
y resistencia a G418 dirigido por el promotor SV40.

Para realizar la transfeccidn, se transfectaron 107
células Bing sembradas en una placa petri p100 con
10 pg del plasmido de fosfatasa alcalina (purificado
en una columna Quiagen Maxi-prep de acuerdo con
las instrucciones del fabricante) usando el protocolo
de transfeccién con fosfato cdlcico convencional (J.
Sambrook, et al., Molecular Cloning, 2a ed).

Las células se recolectaron setenta y dos horas
después de la transfeccion, se alicuotaron en suero de
ternera fetal con DMSO al 10% (Sigma) y se sem-
braron en placas a -70°C para un almacenamiento a
largo plazo. Una parte de las células transfectadas se
transfirié sobre portaobjetos de vidrio, se fij6 con pa-
raformaldehido al 2% y se tifi6 durante 1 hora con
Nitroazul de Tetrazolio (Sigma) a pH 8,5. Se observo
tincién positiva para fosfatasa alcalina en el 30% de
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las células Bing transfectadas con el vector de fosfa-
tasa alcalina; no se observd tincién especifica en las
células Bing no infectadas, de control.

6.1.2. Union de células a microvehiculos

Antes de la unién a los microvehiculos, las cé-
lulas se lavaron tres veces en PC-1 (Hycor), un me-
dio libre de suero, y se resuspendieron en PC-1. Los
microvehiculos de dextrano recubiertos con coldgeno
(Cytodex® 3, 100-200 um) se esterilizaron colocando
las perlas en 10 ml de agua destilada estéril por 1 gra-
mo de perlas y calentado a 121°C durante 15 minutos.
La solucién se dejé enfriar a temperatura ambiente
y se desecho el agua. Después se resuspendieron los
microvehiculos en un pequefio volumen de medio de
cultivo y se dejaron reposar durante 30 minutos. Se
retiré el medio y se afladieron las perlas (aproxima-
damente 0,21 g) a la preparacion celular previamente
descrita. La mezcla resultante se agité durante 2 ho-
ras y se afadieron 4 ml adicionales de PC-1. El ma-
traz de cultivo se incub6 después con mezcla perid-
dica durante una noche para permitir que las células
se adhirieran a los microvehiculos. Después de la in-
cubacidn y antes del implante, se tomé una alicuota y
se hizo reaccionar con azul de Tripano para determi-
nar la viabilidad celular y se determiné la cantidad de
células unidas a los microvehiculos por examen mi-
croscopico. Este procedimiento produjo la unién de
aproximadamente 5 a 7 células a cada microvehiculo
con una viabilidad celular del 95% o mejor.

6.1.3. Administracion de células

Se anestesi6 a los animales usando pentobarbital
sédico (40 mg/kg, ip) y se realizé la cirugia en con-
diciones asépticas. Las células se inyectaron en la re-
gién del caudado/putamen del cerebro usando una in-
yeccioén estereotaxica. Se implanté a cada uno de cua-
tro grupos de tres animales 1) células no transfectadas
solas, 2) células no transfectadas en microvehiculos,
3) células transfectadas solas, y 4) células transfecta-
das en microvehiculos. Este implante se colocé (des-
pués de la correccién) a 1,5 mm anterior al bregma,
2,0 mm lateral y 5,0 mm por debajo de la superficie
de la dura. La barra de mordaza estaba a -3,3 mm. Se
corrigieron las coordenadas estereotdxicas para el ani-
mal individual usando la posicién directamente sobre
el bregma como las coordenadas en valor cero. Los
valores dorso-ventrales eran de la superficie de la dura
madre. Una vez que se habia colocado apropiadamen-
te la aguja, las células se inyectaron a una velocidad
de 1 ul/min hasta que se hubo inyectado un volumen
final de 5 ul. Se insert6 un estilete de ajuste estrecho
en el orificio de la aguja para empujar las perlas re-
siduales que pudieran haberse adherido a la aguja. Se
cerré el sitio quirdrgico usando grapas para heridas
Clay-Adams de 9 mm.

6.1.4. Estudio histoldgico

Las raras se anestesiaron con pentobarbital sédico,
60 mg/kg i.p. y se perfundié a los animales con 400
ml de solucién salina tamponada con fosfato hepari-
nizada seguido de perfusién con 400 ml de glutaral-
dehido al 1%/paraformaldehido al 4%/Na Fosfato 0,1
M, pH 7,2. Se retiraron los cerebros y se colocaron
en sacarosa al 30% en PBS y se prepararon secciones
congeladas de 28 ym o 50 um. Las secciones se trans-
firieron a tubos de ensayo enumerados que contenian
PBS, se colocaron en portaobjetos recubiertos con ge-
latina y se tifieron para fosfatasa alcalina por reaccién
durante 30 minutos a temperatura ambiente con 5-
bromo, 4-cloro, 3-indolil fosfato/yodonitrotetrazolio
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(BCIP/INT) (Biomedia, Foster City, CA) que produce
un producto de reaccién marrén. Se realizé una his-
tologia de rutina en secciones de parafina de 10 um
tefiidas con hematoxilina y eosina.

6.2. Resultados

Los animales se sacrificaron 30 dias después del
implante y se realizaron los estudios histoldgicos. Las
Figuras 1-3 ilustran los resultados obtenidos en estos
estudios.

Las secciones de los cerebros de las ratas a las
que se les habia implantado células no transfectadas
sin microvehiculos no mostraron material positivo a
BCIP/INT. Las secciones, tomadas en el sitio trans-
plantado, de los cerebros de las ratas a las que se les
habia administrado células transfectadas implantadas
sin microvehiculos mostraron poco o ningtin material
positivo a BCIP/INT (Figura 2).

Para descartar la posibilidad de que los propios
microvehiculos produjeran un artefacto de tincidn,
también se examinaron células no transfectadas im-
plantadas en microvehiculos. La Figura 1 muestra una
seccién tipica tomada en el sitio del implante. La
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ausencia de tincién por el cromégeno BCIP/INT indi-
ca que los microvehiculos Cytodex® no contribuyen
al patrén de tincién observado en la Figura 3.

Cuando las células se implantaron con microvehi-
culos Cytodex® y se realiz6 la histologia 30 dias des-
pués, surgié un patrén diferente. La Figura 3 muestra
una seccidn a aumento 20x del cerebro de unarata a la
que se le ha implantado 30 dias antes células CaK8p7
transfectadas con el plasmido del gen de la fosfatasa
alcalina. La tincién con BCIP/INT revela numerosas
células en o cerca de la superficie de la perla que son
positivas para la fosfatasa alcalina. Esto esta en claro
contraste con las células implantadas sin los microve-
hiculos (Figura 2).

Los resultados obtenidos en estos estudios de-
muestran que la preadhesién de las células a micro-
vehiculos antes del implante potencia la viabilidad de
las células implantadas y prolonga la ventana terapéu-
tica de terapia génica. Cuando se aplica a la metodolo-
gia de células productoras, esta respuesta prolongada
debe maximizar su eficacia terapéutica aumentando el
suministro del gen al SNC.
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REIVINDICACIONES

1. Una matriz de soporte que tiene una célula pro-
ductora de particulas virales adherida a la superficie
de la misma, habiéndose introducido en dicha célu-
la un vector de expresion viral que tiene una secuen-
cia nucleotidica que codifica un factor tumoricida o
de susceptibilidad, para transferir el factor tumoricida
o de susceptibilidad en células tumorales en un cere-
bro de mamifero, injertando la matriz de soporte en la
proximidad de las células tumorales, donde después
del injerto, existe una expresion a largo plazo del fac-
tor tumoricida o de susceptibilidad en la célula pro-
ductora de particulas virales.

2. Una matriz de soporte de acuerdo con la rei-
vindicacién 1, en la que la célula productora es una
célula productora de particulas retrovirales, habién-
dose introducido dicha célula un vector de expresion
retroviral.

3. Una matriz de soporte de acuerdo con la rei-
vindicacién 2, en la que el vector retroviral contiene
sefiales de empaquetado intactas.

4. Una matriz de soporte de acuerdo con la rei-
vindicacién 2 o reivindicacién 3, en la que el vector
retroviral contiene un gen marcador de seleccion.

5. Una matriz de soporte de acuerdo con la reivin-
dicacion 2, en la que la célula productora contiene un
provirus que carece de una secuencia sefial de empa-
quetado necesaria para la encapsidacién de transcritos
de ARN del provirus en particulas de virus maduro.

6. Una matriz de soporte de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la célula
productora es BOSC 23, Psi 2 o Psi Am.

7. Una matriz de soporte de acuerdo con la reivin-
dicacién 1, en la que el vector viral es un vector de
adenovirus o un vector de virus adeno-asociado.

8. Una matriz de soporte de acuerdo con cualquie-
ra de las reivindicaciones precedentes, en la que la
secuencia nucleotidica que codifica el factor tumori-
cida o de susceptibilidad codifica la timidina quinasa
del herpes simple.

9. Una matriz de soporte de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la se-
cuencia nucleotidica que codifica el factor tumoricida
o de susceptibilidad codifica el gen de la citosina des-
aminasa.

10. Una matriz de soporte de acuerdo con cual-
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quiera de las reivindicaciones precedentes, siendo di-
cha matriz de soporte una microperla porosa o no po-
rosa.

11. Una matriz de soporte de acuerdo con la rei-
vindicacién 10, en la que dicha microperla tiene un
didmetro de aproximadamente 90 ym a aproximada-
mente 150 yum.

12. Una matriz de soporte de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, estando fa-
bricada dicha matriz de soporte de un material se-
leccionado entre 6xido de silicona, poliestireno, po-
lipropileno, polietileno, policarbonato, polipenteno,
polimero de acrilonitrilo, nylon, polisacdrido natural,
polisacarido modificado, amilosa, gelatina, colageno,
agar, magnetita, dcido hialurénico y matriz extracelu-
lar.

13. Una matriz de soporte de acuerdo con la rei-
vindicacién 2, en la que la célula productora es una
linea celular generada introduciendo de forma estable
en una célula hospedadora de mamifero, un vector re-
troviral que carece de una secuencia sefial de empa-
quetado necesaria para la encapsidacién de los trans-
critos de ARN de provirus en particulas de virus ma-
duro.

14. Uso de una matriz de soporte que tiene una
célula productora de particulas virales adherida a la
superficie de la misma, habiéndose introducido en di-
cha célula un vector de expresion viral que tiene una
secuencia nucleotidica que codifica un factor tumo-
ricida o de susceptibilidad, para la fabricacién de un
medicamento para transferir el factor tumoricida o de
susceptibilidad en células tumorales en un cerebro de
mamifero injertando la matriz de soporte en proximi-
dad a las células tumorales, donde después del injerto,
existe una expresion a largo plazo del factor tumori-
cida o de susceptibilidad en la célula productora de
particulas virales.

15. Uso de una matriz de soporte de acuerdo con
la reivindicacién 14, en el que la célula productora es
una célula productora de particulas retrovirales, ha-
biéndose introducido en dicha célula un vector de ex-
presion retroviral.

16. Una composicién farmacéutica que compren-
de una matriz de soporte con una célula productora
de particulas virales asociada, como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.
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