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DESCRIPCION

Uso de un ADN o ARN para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de células tumorales.
Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de ADN o de ARN para modular el sistema inmune de un animal, mediante
la introduccién in vivo de genes recombinantes.

Técnica anterior

El tratamiento eficaz de muchas enfermedades adquiridas y hereditarias sigue siendo un desafio importante para la
medicina moderna. La capacidad para entregar agentes terapéuticos en sitios especificos in vivo, deberia ser un recurso
en el tratamiento, p. ej., de enfermedades localizadas. Ademads, la capacidad para hacer que un agente terapéutico
perfunda a través del sistema circulatorio, seria eficaz para el tratamiento, p. ej., de enfermedades hereditarias y de
enfermedades adquiridas o canceres.

Por ejemplo, seria deseable administrar de forma constante un agente antitumoral o una toxina en las cercanias de
un tumor. De forma similar, seria deseable perfundir, p. €j., insulina en la sangre de una persona que padece diabetes.
Sin embargo, para muchos agentes terapéuticos no existe un método satisfactorio de administracion que sea especifico
del sitio o sistémico.

Ademads, en muchas enfermedades seria deseable provocar la expresion de un gen endégeno defectuoso de forma
local o sistémica, la expresion de un gen exdgeno o la supresion de un gen endégeno. De nuevo, esto sigue siendo una
meta no realizable.

En particular, la patogénesis de la aterosclerosis se caracteriza por tres procesos bioldgicos fundamentales. Estos
son: 1) la proliferacién de las células del musculo liso de la capa intima junto con macréfagos acumulados; 2) la
formacién de grandes cantidades de una matriz de tejido conectivo por las células que han proliferado del musculo
liso; y 3) la acumulacién de lipidos, principalmente en forma de ésteres de colesterol y de colesterol libre, dentro de
las células, asi como en la proximidad del tejido conectivo.

La lesién de las células endoteliales es un suceso inductor y se manifiesta por una interferencia con la barrera
permeable del endotelio, alteraciones en las propiedades no trombogénicas de la superficie endotelial y colaboracién
con las propiedades procoagulantes del endotelio. Los monocitos migran entre las células endoteliales, se vuelven
activos como células fagocitarias y se diferencian en macréfagos.

A continuacién los macréfagos sintetizan y secretan factores de crecimiento que incluyen el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento epidérmi-
co (EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a). Estos factores de crecimiento son extremadamente
potentes estimulando la migracién y la proliferacion de fibroblastos y de células del musculo liso en la placa ateros-
clerdtica. Ademads, las plaquetas pueden interaccionar con la célula endotelial lesionada y el macréfago activado, para
potenciar la elaboracién de factores de crecimiento y la formacién de trombos.

Dos problemas fundamentales en el tratamiento clinico de la enfermedad coronaria incluyen la formacién de
trombos en la isquemia aguda de miocardio y la restenosis posterior a una angioplastia coronaria (PTCA). Ambos
implican sucesos celulares comunes que incluyen la lesion endotelial y que los macréfagos y las plaquetas activados
liberen factores de crecimiento potentes. La angioplastia coronaria produce la fractura de la placa aterosclerdtica y la
eliminacién del endotelio. Este trauma vascular favorece la agregacion plaquetaria y la formacion de trombos en el sitio
de la PTCA. Una liberacién adicional de mitégenos procedentes de las plaquetas y los macréfagos, la proliferacion de
las células del musculo liso y la infiltracién de monocitos, dan como resultado una restenosis.

La terapia empirica con farmacos antiplaquetarios no ha evitado estos problemas, que aparecen en un tercio de
los pacientes que padecen PTCA. Una solucién para la restenosis es evitar la agregacion plaquetaria, la formacién de
trombos y la proliferacion de las células del misculo liso.

La formacién de trombos también es un suceso celular decisivo en la transicién de sindromes coronarios estables
a inestables. La patogénesis implica mds probablemente una lesiéon aguda de las células endoteliales y o una ruptura
de la placa, favoreciendo la separacion de la adhesion de las células endoteliales lo que conduce a una exposiciéon de
las células espumosas de los macréfagos subyacentes. Esto ofrece una oportunidad a las plaquetas circulantes para
adherirse, agregarse y formar trombos.

La administracién por via intravenosa de agentes tromboliticos, tales como el activador del plasmindgeno tisular
(tPA), da como resultado la lisis de los trombos en aproximadamente 70% de los pacientes que padecian un infarto
agudo de miocardio. Sin embargo, aproximadamente el 30% de los pacientes no consigue la reperfusién y de los
pacientes que tienen una reperfusion inicial de la arteria relacionada con el infarto, aproximadamente el 25% sufre
una trombosis recurrente en las 24 horas siguientes. Por tanto, una terapia eficaz contra la retrombosis sigue siendo un
desafio terapéutico importante, de cara a la actual comunidad médica.
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Tal y como se ha indicado anteriormente, una terapia eficaz contra la retrombosis no es ni mucho menos el tnico
desafio terapéutico importante que existe en la actualidad. Otros incluyen el tratamiento de otros estados isquémicos,
que incluyen la angina inestable, el infarto de miocardio o la isquemia crénica tisular o incluso el tratamiento de
enfermedades adquiridas o hereditarias o de cénceres. Estas se pueden tratar mediante la administracion eficaz a un
paciente de anticoagulantes, vasodilatadores, angiogénicos, factores de crecimiento o inhibidores del crecimiento. Por
tanto, sigue habiendo una gran necesidad de una terapia eficaz en todos estos 4&mbitos clinicos.

Ademas, seria deseable poder modular el sistema inmune de un animal. En particular, se estd realizando un gran es-
fuerzo para el desarrollo de vacunas para proporcionar una protecciéon inmunolégica frente a infecciones. Sin embargo,
el desarrollo de vacunas seguras que puedan administrarse facilmente a un gran nimero de pacientes, es problematico
y para muchas enfermedades, tales como, p. €j., el SIDA, todavia no estd disponible una vacuna segura y eficaz. Ade-
mds, también es deseable a veces evitar especificamente la respuesta inmune en un animal, para evitar el rechazo a los
trasplantes. Los esfuerzos para suprimir el rechazo de trasplantes han dado como resultado el desarrollo de farmacos
que conducen a una supresion general de la respuesta inmune, mds que a una supresién especifica de los antigenos del
trasplante y dichos farmacos no son siempre eficaces. Por tanto, sigue existiendo una necesidad de un método para
modular el sistema inmune de un animal.

En el documento WO 90/11734 se describe un método para tratar una enfermedad en un paciente, provocando
que una célula adherida a las paredes de un vaso o las células de un 6rgano perfundido con este vaso en el paciente,
expresen una proteina exogena terapéutica.

Descripcion de la invencion

Por tanto, un objeto de la presente descripcion es proporcionar un método nuevo para administrar un agente tera-
péutico de forma especifica del sitio

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un método para la perfusién de un agente terapéutico en el
caudal sanguineo de un paciente.

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un método para provocar la expresién de un gen exégeno
en un paciente.

Otro objeto de la presente descripcidn es proporcionar un método para provocar la expresién de un gen endégeno
defectuoso en un paciente.

Otro objeto de la presente descripcién es proporcionar un método para suprimir la expresioén de un gen endégeno
en un paciente.

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un método para sustituir células dafiadas en un paciente, de
forma especifica del sitio.

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un método para tratar una enfermedad, provocando la admi-
nistracion especifica del sitio de un agente terapéutico o la perfusiéon de un agente terapéutico en el caudal sanguineo
de un paciente.

Otro objeto de la presente descripcién es proporcionar un método para el tratamiento de una enfermedad, provo-
cando la expresion de un gen exdgeno, la expresion de un gen endégeno defectuoso o la supresion de la expresion de
un gen endégeno en un paciente.

Otro objeto de la presente descripcidn es proporcionar un método para el tratamiento de una enfermedad mediante
la sustitucién de forma especifica del sitio de las células dafiadas en un paciente.

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un equipo de reactivos para instilar de forma especifica del
sitio, las células normales o transformadas en un paciente.

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un equipo de reactivos para transformar de forma especifica
del sitio, células transformantes in vivo.

Otro objeto de la presente descripcién es proporcionar un método para modular el sistema inmune de un animal.

Otro objeto de la presente descripcidn es proporcionar un método para modular el sistema inmune de un animal
para sensibilizar al animal frente a una molécula ajena.

Otro objeto de la presente descripcion es proporcionar un método para estimular el sistema inmune de un animal,
para rechazar proteinas de modo que se proporcione una proteccion contra la infeccién con un microorganismo o un
virus.
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Otro objeto de la presente descripcién es proporcionar un método para modular el sistema inmune de un animal
para que el animal sea tolerante con una molécula ajena.

Otro objeto de la presente descripcién es proporcionar un método para modular el sistema inmune de un animal
para reducir la tendencia a rechazar un trasplante.

Otro objeto de la presente descripcidén es proporcionar un nuevo equipo de reactivos para transformar células
mediante la administracion sistémica in vivo.

Estos y otros objetos de esta descripcion que seran evidentes durante el curso de la siguiente descripcion detallada,
han sido descubiertos por los inventores para conseguir (a) un método que comprende (i) la instilacién especifica del
sitio de células normales (no transformadas) o transformadas, en un paciente o (ii) la transformacién especifica del
sitio de células en un paciente y (b) un equipo de reactivos que contiene un catéter para (i) la instilacion especifica del
sitio de células normales o transformadas o (ii) la transformacién especifica del sitio de las células.

La instilacién especifica del sitio de células normales, se puede emplear para sustituir células dafiadas, mientras
que la instilacién de células transformadas se puede utilizar para provocar la expresion de un gen endégeno defectuoso
o de un gen exdgeno o la supresién de un producto génico endégeno. La instilacién de células en las paredes de los
vasos sanguineos de un paciente, se puede utilizar para provocar la perfusion constante de un agente terapéutico en el
caudal sanguineo.

Los inventores también han descubierto que transformando las células de un animal, in vivo, es posible modular el
sistema inmune del animal. En particular, transformando las células de un animal con un gen recombinante, mediante
administracién especifica del sitio o sistémica, es posible modular el sistema inmune del animal para sensibilizar al
animal hacia la molécula que es codificada por el gen recombinante. Alternativamente, transformando las células de
un animal con un gen recombinante, especificamente en un sitio que determine la especificidad del sistema inmune,
tal como, p. €j., el timo, es posible modular el sistema inmune de un animal para suprimir la respuesta inmune hacia
la molécula codificada por el gen recombinante.

De cara a lo expuesto anteriormente y basdndose en la descripcién contenida en esta memoria, la presente invencién
proporciona el uso de una secuencia de ADN o de ARN y de un vehiculo para la secuencia, seleccionado a partir del
grupo consistente en vectores viricos que facilitan la entrega in vivo de la secuencia a las células tumorales, para la
fabricacién de un medicamento para tratar un tumor en un mamifero mediante la inyeccién directa del medicamento
en el tumor o en el sitio del tumor, de modo que las células tumorales sean transformadas, en donde la secuencia de
ADN o de ARN es un miembro seleccionado entre el grupo consistente en las secuencias de ADN o de ARN que
codifican agentes estimulantes/inhibidores del sistema inmune y del crecimiento, que incluyen agentes inductores de
la diferenciacidn, tales como agentes estimulantes que incluyen la interleucina-2, la interleucina-3, la interleucina-4,
la interleucina-6, agentes inhibidores/inductores de la diferenciacion, tales como TGF-81, TGF-£2, interleucina-1 e
interferones.

Se conseguird una apreciacion mas completa de la invencion y muchas de las ventajas adjuntas a la misma, a la
vez que se comprenderd mejor, en relacién con la siguiente descripcidn detallada, considerada junto con las figuras
acompafantes.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1 y 2 ilustran el uso de un catéter para implantar células mediante cirugia o por via percutdnea en un
vaso sanguineo o para transformar células in vivo, presentes en la pared del vaso sanguineo de un paciente;

La Figura 3 ilustra la relacion entre el % de la lisis de las células diana y la proporcién efector:diana para las células
CTL;y

La Figura 4 ilustra los resultados de un analisis con transferencia de tipo Western.

Los métodos descritos en esta memoria pueden ser para tratar enfermedades, tales como enfermedades hereditarias,
enfermedades sistémicas, enfermedades del sistema cardiovascular, enfermedades de érganos particulares o tumores,
mediante la instilacién de células normales o transformadas o mediante células transformantes.

Las células que se pueden instilar en los presentes métodos, incluyen las células del endotelio, del musculo liso, los
fibroblastos, los monocitos, los macréfagos y las células del parénquima. Estas células pueden producir proteinas que
pueden tener un efecto terapéutico o diagndstico y que pueden estar presentes en la naturaleza o producirse a partir de
material genético recombinante.

Haciendo ahora referencia a las figuras, en donde nimeros de referencia iguales designan partes idénticas o corres-
pondientes, desde diversos dngulos, y mds particularmente a la Figura 1, esta figura ilustra el uso de un catéter que
tiene un disefio tal y como se describe en el documento de patente de EE.UU. 4.636.195. Este catéter se puede utilizar
para proporcionar células normales o genéticamente alteradas, sobre las paredes de un vaso o para introducir vectores
para la transformacion local de las células. En la figura, (5) es la pared del vaso sanguineo. La figura muestra el cuerpo
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del catéter (4) sostenido en su posicion al inflarse los medios de globo inflables (1) y (2). La seccién del cuerpo del
catéter (4) situada entre los medios de globo (1) y (2), estd equipada con unos medios de orificio para instilacién (3).
El catéter puede estar equipado adicionalmente con unos medios de guia (6). La Figura 2 ilustra el uso de un catéter
similar, que se distingue del catéter ilustrado en la Figura 1, por el hecho de que estd equipado sélo con un medio de
globo hinchable (2) y una pluralidad de medios de orificio para la instilacién 3. Este catéter puede contener hasta doce
medios de orificio individuales para la instilacion (3), estando 5 ilustrados.

En el caso de entrega a un 6rgano, el catéter se puede introducir en la arteria principal que riega el tejido. Las células
que contienen genes recombinantes o vectores se pueden introducir a través de un orificio central para instilacion,
después de una oclusion temporal de la circulacién arterial. De este modo, se pueden entregar las células o el ADN
del vector a una gran cantidad de tejido parenquimatoso, distribuido a través de la circulacién capilar. Los genes
recombinantes también se pueden introducir en la vasculatura empleando la técnica de catéter con doble globo en la
circulacién arterial proxima al érgano diana. De este modo, los genes recombinantes se pueden secretar directamente
en la circulacién que perfunde el tejido implicado o se puede sintetizar directamente en el érgano.

En tales métodos, los agentes terapéuticos pueden ser secretados por células vasculares que suministran a los érga-
nos especificos, afectados por la enfermedad. Por ejemplo, la cardiomiopatia isquémica se puede tratar introduciendo
factores angiogénicos en la circulacién coronaria. Este acercamiento también se puede utilizar para enfermedades
periféricas, vasculares o cerebrovasculares en donde los factores angiogénicos pueden mejorar la circulacion al cere-
bro o a otros tejidos. La diabetes mellitus se puede tratar mediante la introduccién de células que secretan insulina
que son sensibles a la glucosa en la circulacién de la vena porta, en donde el higado tiene generalmente una mayor
concentracion de insulina que otros tejidos.

Ademds de proporcionar concentraciones locales de agentes terapéuticos, el método también se puede utilizar para
suministrar genes recombinantes a tejidos parenquimatosos ya que se pueden suministrar altas concentraciones de
vector virico y de otros vectores a una circulacion especifica. Empleando este acercamiento, también se pueden tratar
deficiencias de proteinas especificas de 6rganos. Por ejemplo, en el higado, la falta de inhibidor de la a-antitripsina
o la hipercolesterolemia, se puede tratar introduciendo a-antitripsina o el gen del receptor de LDL. Ademads, este
acercamiento se puede utilizar para tratar un cancer. La secrecion de genes recombinantes especificos de una toxina en
la circulacién de tumores inoperables, proporciona un efecto terapéutico. Ejemplos incluyen los neuromas actisticos o
ciertos hemangiomas que de otro modo no son recuperables.

En el ambito clinico, estos genes recombinantes terapéuticos se introducen en las células que se entregan a la
circulacién del 6rgano implicado. Aunque la circulacién arterial y capilar son los lugares preferidos para introducir
estas células, los sistemas venosos también son adecuados.

En esta aplicacion para el tratamiento de lesiones vasculares locales, la presente descripcién proporciona la expre-
sioén de proteinas que mejoran este estado in situ. Ya que las células vasculares se encuentran en estos sitios, se pueden
utilizar como vehiculos para transportar los agentes terapéuticos.

Por tanto, ciertos métodos descritos en esta memoria dependen de la alteracidon genética de células endoteliales y
de otras células vasculares o de la terapia génica de células somdticas, para transmitir agentes terapéuticos (es decir,
proteinas, factores de crecimiento) a la regién localizada de la lesién vascular. Para emplear con éxito el trasplante
de genes en las células, se deben cumplir cuatro requisitos. Primero, el gen que se va a implantar en la célula, se
debe identificar y aislar. Segundo, el gen que se va a expresar se debe clonar y estar disponible para la manipulacién
genética. Tercero, el gen se debe introducir en la célula, de forma que se exprese o sea funcional. Cuarto, las células
alteradas genéticamente deben estar situadas en la region vascular en la que sean necesarias.

Las células alteradas o el vector adecuado se pueden introducir quirdrgicamente, por via percutidnea o intravenosa
y fijarse a una seccién de una pared vascular del paciente. Alternativamente, algunas de las células existentes sobre
la pared vascular del paciente se transforman con el material genético deseado o por aplicacién directa del vector. En
algunos casos, las células vasculares que no estdn modificadas genéticamente, se pueden introducir por estos métodos
para sustituir células perdidas o dafiadas sobre la superficie del vaso.

Cualquier vaso sanguineo se puede tratar, es decir, las arterias, las venas y los capilares. Estos vasos sanguineos
pueden estar en cualquier 6rgano o préximos al mismo, en el cuerpo de un ser humano o de un mamifero.

Introduccion de células normales o genéticamente alteradas en un vaso sanguineo
Esto se puede ilustrar del modo siguiente:
1. Establecimiento de células endoteliales u otras células vasculares en cultivo del tejido
Inicialmente, se establece una linea celular y se almacena en nitrégeno liquido. Antes de la crioconservacion, se

toma una parte alicuota para la infeccién o la transfeccién con un vector, de tipo virico u otro tipo, que contiene el
material genético deseado.
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Las células endoteliales u otras células vasculares se pueden obtener enzimaticamente a partir de un segmento de
un vaso sanguineo, empleando técnicas descritas previamente por J. W. Ford y col., In Vitro, 17, 40 (1981). El vaso se
escinde, se invierte sobre una varilla de acero inoxidable y se incuba en tripsina al 0,1% en solucién salina equilibrada
Hank’s, sin Ca** ni Mg** (BSS) con EDTA al 0,125% a pH 8, durante 10 minutos a 37°C.

Las células (0,4 hasta 1,5 x 10°) se recogen por centrifugacion y se resuspenden en medio 199 (GIBCO) que con-
tiene 10% de suero de bovino fetal, suplemento de factor de crecimiento de células endoteliales (ECGS, Collaborative
Research, Waltham, MA) a 25 pg/ml, heparina a 15 U/ml y gentamicina (50 pug/ml). Las células se afiaden a un frasco
de cultivo de tejidos de 75 cm?, revestido previamente con gelatina (2 mg/ml en agua destilada). Se alimenté a las
células cada segundo dia en el medio anterior, hasta que alcanzaron confluencia.

Después de dos semanas de cultivo, se puede prescindir del ECGS y de la heparina en el medio, cuando se cultiva
endotelio porcino. Si se desean células del musculo liso de los vasos o fibroblastos, se puede prescindir completamente
en el proceso de cultivo de la heparina y del ECGS. Partes alicuotas de las células se almacenaron en nitrégeno liquido,
resuspendiendo aproximadamente 10° células en 0,5 ml de suero de ternera fetal helado sobre hielo. Un volumen igual
de suero de ternera fetal muy frio que contenia 10% de DMSO se afiade y las células se transfieren a un tubo de
congelamiento de Corning con tapa a rosca, enfriado previamente. Estas células se transfieren a un congelador a -70°C
durante 3 horas antes del almacenamiento a largo plazo en nitrégeno liquido.

Las células se infectan a continuacién con un vector que contiene el material genético deseado.
IL. Introduccion de células que expresan proteinas normales o exdgenas en la vasculatura
A. Introduccion de células que expresan proteinas importantes mediante cateterizacion

El paciente se prepara para la cateterizaciéon mediante cirugfa o por via percutdnea, observando una fidelidad
estricta hacia las técnicas estériles. Un proceso de remodelado se realiza sobre el vaso sanguineo diana o se inserta una
aguja en el vaso sanguineo diana, después de anestesiar debidamente. El vaso (5) se punza y se hace avanzar un catéter,
tal y como se describe en el documento de patente de EE.UU. 4.636.195 (disponible en USCI, Billerica, MA) mediante
medios de guia (6) con una orientacién fluoroscépica, si es necesario, dentro del vaso (5) (Figura 1). Estos medios
de catéter (4) se disefian para introducir células endoteliales infectadas en una regidn discreta de la arteria. El catéter
tiene unos medios de globo proximales y distales (2) y (1), respectivamente, (p. €j., cada medio de globo puede tener
aproximadamente 3 mm de longitud y aproximadamente 4 mm de ancho), con una extensién de los medios del catéter
entre los globos. La extension de los medios del catéter entre los globos tiene unos medios de orificio conectados con
unos medios de orificio para instilacién (3). Cuando los globos proximales y distales estan inflados, se crea un espacio
central en el vaso, que permite la instilacion de las células infectadas a través del orificio.

Una regién del vaso sanguineo se identifica como un punto de referencia anatémico y los medios de globo proxi-
males (2) se inflan para denudar el endotelio por trauma mecanico (p. €j., haciendo pasar a la fuerza un catéter de globo
parcialmente inflado dentro del vaso) o por trauma mecdnico junto con pequefias cantidades de una enzima proteoli-
tica tal como dispasa, tripsina, colagenasa, papaina, pepsina, quimiotripsina o catepsina, o incubando sélo con estas
enzimas proteoliticas. Ademads de las enzimas proteoliticas, se pueden emplear liposas. La regién del vaso sanguineo
también se puede denudar tratando con un detergente suave o similar, tal como NP-40, Triton X100, desoxicolato o
SDS.

Las condiciones para denudar se ajustan para conseguir una pérdida esencialmente completa del endotelio para
las transferencias de células o aproximadamente de 20 a 90%, preferentemente 50 a 75%, de pérdida de células de la
pared del vaso para una infeccion directa. En algunos casos, no es necesario eliminar las células. A continuacién se
hace avanzar el catéter de modo que los medios del orificio para la instilacion (3) se sitien en la regién del endotelio
denudado. Las células infectadas, transfectadas o normales se instilan a continuacion en la seccion discreta de la arteria,
durante treinta minutos. Si el vaso sanguineo riega un 6rgano que puede tolerar algo de isquemia, p. €j., el musculo
esquelético, la perfusion distal no es un problema grave pero se puede sustituir si es necesario, por una derivacién
externa o empleando un catéter que permita la perfusion distal. Después de la instilacién de las células endoteliales
infectadas, el catéter de globo se retira y el sitio de la puncidn arterial y la incision local en la piel se curan. Si es
necesaria una perfusién distal, se puede utilizar un catéter alternativo disefiado para permitir la perfusion distal.

B. Introduccion de genes recombinantes directamente en las células sobre la pared de un vaso sanguineo o per-
fundidos a través de una circulacion especifica in vivo, infeccion o transfeccion de las células de la pared vascular y
de los organos

Se emplean las técnicas quirdrgicas tal y como se ha descrito anteriormente. En lugar de emplear células infectadas,
un vector virico que transduce material genético deseado con un titulo elevado (10° a 10° particulas/ml) o un ADN
que forma un complejo con un vector de entrega, se instila directamente en la pared vascular, empleando la técnica de
catéter de doble globo. Este vector se instila en el medio que contiene suero y polibreno (10 pg/ml) para mejorar la
eficacia de la infeccion. Después de incubar en el espacio muerto creado por el catéter, durante un periodo de tiempo
adecuado (0,2 a 2 horas o superior), este medio se retira, se lava suavemente con solucion salina tamponada con fosfato
y se restablece la circulacion arterial. Protocolos similares se emplean para la recuperacién postoperativa.
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La superficie del vaso se puede preparar sélo mediante denudaciéon mecdnica junto con pequefias cantidades de
enzimas proteoliticas, tales como dispasa, tripsina, colagenasa o catepsina, o mediante incubacién sélo con estas
enzimas proteoliticas. Las condiciones de la denudacién se ajustan para conseguir la pérdida deseada de las células de
la pared vascular.

El vector virico o el complejo ADN-vector se instila en medio Eagle modificado de Dulbecco, empleando el virus
purificado o complejos que contienen suero autélogo, y las moléculas adhesivas, tales como polibreno (10 ug/ml),
poli-L-lisina, dextran-sulfato o cualquier sustancia policatiénica que sea fisiolégicamente adecuada, o un anticuerpo
hibrido dirigido contra la glicoproteina de la envuelta del virus o del vector y la diana adecuada en la pared del vaso o
en el tejido perfundido con el vaso, para mejorar la eficacia de la infeccidn, incrementando la adhesion de las particulas
viricas con las células diana adecuadas. El anticuerpo hibrido dirigido contra la glicoproteina de la envuelta del virus
o del vector y de la célula diana adecuada, se puede preparar segiin uno de dos métodos. Los anticuerpos dirigidos
contra diferentes epitopos se pueden entrecruzar quimicamente (G. Jung, C. J. Honsik, R. A. Reisfeld y H. J. Muller-
Eberhard, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 4479 (1986); U. D. Staerz, O. Kanagawa y M. J. Bevan, Nature, 314, 628
(1985); y P. Perez, R. W. Hoffman, J. A. Titus y D. M. Segal, J. Exp. Med., 163, 166 (1986) o se puede emparejar
biol6gicamente empleando hibridomas hibridos (U. D. Staerz y M. J. Bevan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 1453
(1986); y C. Milstein y A. C. Cuello, Nature, 305, 537 (1983)). Después de incubar en el espacio central del catéter
durante 0,2 a 2 horas o mds, se retira el medio, se lava suavemente con solucién salina tamponada con fosfato y se
restablece la circulacion.

Empleando un disefio diferente de catéter (véase la Figura 2), también se puede utilizar un protocolo diferente para
la instilacion. Este segundo acercamiento implica el uso de unos medios de globo tnicos (2) con medios de orificios
multiples (3) que permiten la entrega a alta presion del retrovirus en segmentos arteriales parcialmente denudados. La
superficie del vaso se prepara tal y como se ha descrito anteriormente y el vector defectuoso se introduce empleando
moléculas de adhesion similares. En este caso, el uso de un sistema de entrega a alta presién sirve para mejorar la
interaccidn de los vectores con las células en el tejido vascular adyacente.

La presente descripcion también proporciona el uso de factores de crecimiento entregados localmente con un caté-
ter o de forma sistémica, para mejorar la eficacia de la infecciéon. Ademads de los vectores retroviricos, el herpesvirus,
el adenovirus u otros vectores viricos son vectores adecuados para la presente técnica.

También es posible transformar células dentro de un érgano o de un tejido. La transformacidn directa de células de
un 6rgano o tisulares se puede realizar segiin uno de dos métodos. En el primer método, se emplea una transfeccién
a alta presion. La alta presion causard la migracion del vector a través de las paredes vasculares sanguineas hacia el
tejido circundante. En un segundo método, la inyeccién en un lecho capilar, opcionalmente después de una lesion para
permitir la filtracion, ocasiona la infeccidn directa de los tejidos circundantes.

El tiempo necesario para la instilacién de los vectores o de las células dependera del aspecto particular que se vaya a
emplear de esta descripcion. Por tanto, para instilar células o vectores en un vaso sanguineo, el tiempo adecuado podria
ser desde 0,01 hasta 12 horas, preferentemente 0,1 a 6 horas, lo mas preferido de 0,2 a 2 horas. Alternativamente, para
la instilacion de vectores o células a alta presion, se preferirdn tiempos mas cortos.

Obtencion de las células empleadas en esta invencion

La expresion “material genético” se refiere generalmente a ADN que codifica una proteina. Esta expresion también
incluye ARN cuando se emplea un virus de ARN u otro vector basado en ARN.

La transformacién es el proceso por el cual las células incorporan un gen exégeno mediante infeccidn directa,
transfeccion u otros medios de absorcidn.

El término “vector” es bien conocido y es sinénimo de la frase empleada frecuentemente, “vehiculo de clonacién”.
Un vector es un ADN bicatenario no cromosémico que comprende un replicén intacto, de modo que el vector se replica
cuando se coloca en un organismo unicelular, por ejemplo, mediante un proceso de transformacién. Los vectores
viricos incluyen retrovirus, adenovirus, herpesvirus, papovirus o virus presentes en la naturaleza modificados de otro
modo. Vector también significa una formulacién de ADN con una sustancia quimica o una sustancia que permite la
absorcién en las células.

También se describen en esta memoria métodos para inhibir la expresion de un gen. Se pueden utilizar cuatro
acercamientos para conseguir esta meta. Estos incluyen el uso de agentes complementarios, tanto oligonucleétidos
sintéticos que son complementarios al ARNm (Mabher III, L. J. y Dolnick, B. J. Arch. Biochem. Biophys., 253, 214-220
(1987) y Zamecnik, P.C. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 4143-4146 (1986)), o el uso de plasmidos que expresan
el complemento inverso de este gen (Izant, J. H. y Weintraub, H., Science, 229, 345-352, (1985); Cell, 36, 1077-1015
(1984)). Ademads, los ARNs cataliticos, denominados ribozimas, pueden degradar especificamente las secuencias de
ARN (Uhlenbeck, O. C., Nature, 328, 596-600 (1987), Haseloff, J. y Gerlach, W. L., Nature, 334, 585-591 (1988)). El
tercer acercamiento implica la “inmunizacién intracelular” en donde andlogos de las proteinas intracelulares pueden
interferir especificamente con su funcién (Friedman, A. D., Triezenberg, S. J. y McKnight, S. L., Nature, 335, 452-
454 (1988)), se describe mas detalladamente a continuacion.
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El primer acercamiento se puede utilizar para eliminar especificamente los transcritos en células. La pérdida del
transcrito se puede confirmar por el andlisis con nucleasa S1 y la expresion de la proteina de la unién determinada,
empleando un ensayo funcional. Andlogos oligonucleétidos monocatenarios se pueden utilizar para interferir en el
procesamiento o en la traduccion del ARNm del factor de transcripcidon. Resumiendo, se pueden preparar oligonu-
cledtidos sintéticos o andlogos derivados de tiol (20-50 nucledtidos) complementarios a la cadena codificadora del gen
diana. Estos agentes complementarios se pueden preparar contra regiones diferentes del ARNm. Son complementarios
a la regién 5’ no traducida, al sitio de inicio de la traduccién y a las siguientes 20-50 pares de bases, a la region codi-
ficadora central o a la regién 3’ no traducida del gen. Los agentes complementarios se pueden incubar con las células
transfectadas antes de la activacion. La eficacia de los competidores complementarios dirigidos hacia diferentes partes
del ARN mensajero, se puede comparar para determinar si unas regiones especificas pueden ser mas eficaces para
evitar la expresion de estos genes.

El ARN puede actuar también de modo autocatalitico para provocar la autolisis o para degradar especificamente
las secuencias de ARN complementarias (Uhlenbeck, O. C., Nature, 328, 596-600 (1987), Haseloff, J. y Gerlach, W.
L., Nature, 334, 85-591 (1988), y Hutchins, C. J. y col., Nucleic Acids Res., 14, 3627-3640 (1986)). Los requisitos para
una escision adecuada del ARN, incluyen una estructura de cabeza de martillo con la secuencia de ARN conservada en
la regidn que flanquea esta estructura. Las regiones adyacentes a este dominio catalitico se hacen complementarias a
un ARN especifico, dirigiendo de este modo la ribozima hacia ARNm celulares especificos. Para inhibir la produccién
de un gen diana especifico, el ARNm que codifica este gen se puede degradar especificamente empleando ribozimas.
Resumiendo, cualquier secuencia GUG dentro del transcrito de ARN puede servir como diana para ser degradada por
la ribozima. Estas pueden ser identificadas mediante un anélisis de la secuencia de ADN y los sitios GUG que abarcan
el transcrito de ARN, se pueden utilizar para la degradacion especifica. Los sitios en la regiéon 5’ no traducida, en
la regién codificadora, y en la regién 3’ no traducida, pueden ser dianas para determinar si una regién es mas eficaz
en la degradacién de este transcrito. Los oligonucledtidos sintéticos que codifican 20 pares de bases de secuencia
complementaria, aguas arriba del sitio GUG, la estructura de cabeza de martillo y 20 pares de bases de secuencia
complementaria aguas abajo de este sitio, se pueden insertar en el sitio adecuado en el ADNc. De este modo, la ribozi-
ma puede servir como diana para el mismo compartimiento celular que el mensaje endégeno. Las ribozimas insertadas
aguas abajo de potenciadores especificos que proporcionan un alto nivel de expresion en células especificas, también
se pueden generar. Estos pldsmidos se pueden introducir en células diana adecuadas, empleando la electroporacion y
la cotransfeccién con un pldsmido resistente a la neomicina, pSV2-Neo, u otro marcador seleccionable. La expresion
de estos transcritos se puede confirmar por transferencia de tipo Northern y andlisis con la nucleasa S1. Cuando se
confirma, se puede evaluar la expresiéon del ARNm con proteccién frente a la nucleasa S1, para determinar si la ex-
presion de estos transcritos reduce los niveles de equilibrio dindmico del ARNm diana y los genes que lo regulan. El
nivel de proteina también se puede examinar.

Los genes también se pueden inhibir preparando transcritos mutantes que carecen de dominios necesarios para la
activacion. Brevemente, después de identificar el dominio, se sintetiza una forma mutante que es incapaz de tener una
funcién estimulante. Este producto génico truncado se puede insertar aguas abajo del potenciador de SV-40 en un
plasmido que contiene el gen de resistencia a la neomicina (Mulligan, R. y Berg, P., Science, 209, 1422-1427 (1980)
(en una unidad de transcripcién separada). Este pldsmido se puede introducir en las células y se puede seleccionar
empleando G418. La presencia de la forma mutante de este gen se confirmard con el andlisis con la nucleasa S1 y por
inmunoprecipitacion. La funcién de la proteina endégena en estas células se puede evaluar de dos maneras. Primera, la
expresion del gen normal se puede examinar. Segunda, la funcién conocida de estas proteinas se puede evaluar. En el
caso de que esta forma mutante intercelular obstaculizante sea téxica para su célula hospedadora, se puede introducir
en un elemento de control inducible, tal como el promotor de la metalotioneina. Después de aislar lineas celulares
estables, las células se pueden incubar con Zn o Cd para expresar este gen. Su efecto sobre las células hospedadoras
se puede evaluar a continuacion.

Otro acercamiento a la inactivacion de genes especificos, es hiperexpresar proteinas recombinantes que antagoni-
zan la expresion o la funcidn de otras actividades. Por ejemplo, si se desea disminuir la expresion de tPA (p. ej., en un
tratamiento clinico de la trombolisis diseminada), se podria hiperexpresar el inhibidor del activador del plasminégeno.

Los avances de los dltimos afios en bioquimica y en biologia molecular, han conducido a la construccién de vec-
tores “recombinantes” en los que, por ejemplo, se construyen retrovirus y pldsmidos que contienen ARN o ADN
exodgeno, respectivamente. En casos particulares, el vector recombinante puede incluir ARN o ADN heter6logo, en-
tendiendo ARN o ADN que codifica un polipéptido que normalmente no es producido por el organismo susceptible
de transformacion con el vector recombinante. La produccién de vectores de ARN y ADN recombinantes es bien
conocida y no es necesario describirla detalladamente. Sin embargo, en esta memoria se incluye una breve descripcién
de este proceso a modo de referencia.

Por ejemplo, un retrovirus o un vector plasmidico se puede escindir para proporcionar ARN o ADN lineal que
tenga extremos ligables. Estos extremos se unen a ARN o ADN exdgeno que tiene extremos ligables preferentemente
complementarios, para proporcionar una molécula de ARN o ADN recombinante y biolégicamente funcional que
tenga un replicon intacto y una propiedad fenotipica deseada.

Estan disponibles una variedad de técnicas para la recombinacién de ARN y de ADN, en las que los extremos
contiguos de fragmentos separados de ARN o de ADN se adaptan para facilitar la ligacion.
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El ARN o ADN exdégeno, es decir donante, empleado en los métodos descritos en esta memoria, se obtiene a partir
de células adecuadas. El vector se construye empleando técnicas conocidas para obtener una célula transformada
capaz de expresar in vivo la proteina del agente terapéutico. La célula transformada se obtiene poniendo en contacto
una célula diana con una formulacién que contiene ARN o ADN, que permite transferir y absorber el ARN o el ADN
en la célula diana. Tales formulaciones incluyen, por ejemplo, retrovirus, pldsmidos, formulaciones liposémicas o
complejos de pldsmidos con sustancias policatidnicas, tales como poli-L-lisina, DEAE-dextrano y ligandos que se
dirigen a la diana.

La presente descripcion proporciona de este modo la alteracion genética de células como un método para transmitir
agentes terapéuticos o de diagndstico a regiones localizadas de los vasos sanguineos, para fines locales o sistémicos.
El intervalo de proteinas recombinantes que se pueden expresar en estas células es amplio y variado. Incluye la trans-
ferencia de genes empleando vectores que expresan tales proteinas, como tPA para el tratamiento de la trombosis y la
restenosis, la angiogénesis o factores de crecimiento para fines de revascularizacion y factores vasoactivos para aliviar
la vasoconstriccion o el vasoespasmo. Esta técnica también se puede extender al tratamiento genético de enfermedades
hereditarias o de enfermedades adquiridas, localizadas o sistémicas. Los métodos descritos en esta memoria también
se pueden utilizar para introducir células normales en sitios especificos de pérdida celular, por ejemplo, para sustituir
un endotelio dafiado durante la angioplastia o la cateterizacion.

Por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades isquémicas (enfermedades trombdticas), el material genético que
codifica tPA o modificaciones de la misma, uroquinasa o estreptoquinasa, se emplea para transformar las células.
En el tratamiento de la insuficiencia isquémica de un 6rgano (p. ej., corazon, rifién, intestino, higado, etc.) se puede
utilizar el material genético que codifica agentes de recolateralizacion, tales como el factor de crecimiento transfor-
mante @ (TGF-a), el factor de crecimiento transformante 8 (TGF-g), la angionenina, el factor de necrosis tumoral
a, el factor de necrosis tumoral 3, el factor dcido de crecimiento de fibroblastos o el factor basico de crecimiento
de fibroblastos. En el tratamiento de enfermedades vasomotoras, se puede emplear material genético que codifica
agentes vasodilatadores o vasoconstrictores. Estos incluyen el factor atrial natriurético, el factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas o la endotelina. En el tratamiento de la diabetes, se puede utilizar material genético que codifica
insulina.

Los métodos descritos en esta memoria también se pueden utilizar en el tratamiento de cdnceres, situando las
células transformadas en la proximidad del cancer. En esta aplicacion, se puede emplear el material genético que
codifica la toxina diftérica, la toxina pertussis o la toxina colérica.

En un aspecto, la presente descripcién proporciona la terapia del cdncer, estimulando una respuesta inmune contra
las células tumorales o inhibiendo el crecimiento de las células tumorales o la metdstasis por modificacién genética
in vivo. Este acercamiento difiere de métodos previos en los que las células tumorales se propagaban, modificaban y
seleccionaban in vitro.

De acuerdo con este aspecto, una secuencia de ADN o una secuencia de ARN, que incluye genes recombinantes,
se entrega a las células tumorales in vivo con (1) vectores retroviricos o viricos como vehiculos, (2) complejos de
ADN o ARN/liposoma como vehiculos, (3) formulaciones quimicas que contienen la secuencia de ADN o de ARN
y estan acopladas a una molécula vehiculo que facilita la entrega de la secuencia a las células que son diana, o (4)
empleando la transferencia de genes mediada con células, para entregar los genes a sitios especificos in vivo, p. €j.,
dependiendo del uso de células del miisculo liso vasculares o de células endoteliales que se han transducido in vitro
como un vehiculo para entregar el gen recombinante en el sitio del tumor.

En este contexto, el objeto de la presente invencion, tal y como se define en las reivindicaciones anejas, es el uso de
una secuencia de ADN o de ARN y de un vehiculo para la secuencia seleccionada, entre el grupo consistente en vecto-
res viricos que facilitan la entrega in vivo de la secuencia a las células tumorales, para la fabricacién de un medicamento
para tratar un tumor en un mamifero mediante inyeccion directa del medicamento en el tumor o el sitio del tumor, de
modo que las células del tumor se transformen, en donde la secuencia de ADN o de ARN es un miembro seleccionado
entre el grupo consistente en secuencias de ADN o ARN que codifican agentes estimulantes/inhibidores del sistema
inmune y del crecimiento, que incluyen agentes inductores de la diferenciacion, tales como agentes estimulantes que
incluyen la interleucina-2, la interleucina-3, la interleucina-4, la interleucina-6, agentes inductores/inhibidores de la
diferenciacion, tales como TFG-81, TGF-82, TGF-33, interleucina-1 e interferones.

En un aspecto de esta realizacion, la presente invencién depende del sistema inmune para proporcionar una protec-
cién contra el cdncer y tiene un papel importante como tratamiento complementario de un cdncer. La inmunoterapia
parece que promete como acercamiento complementario al tratamiento de los canceres. Los linfocitos T citoliticos y
las linfocinas pueden facilitar la destruccidn de células tumorales y las estrategias para potenciar la regresion tumoral
mediante la administracién de citocinas o linfocitos que se infiltran en el tumor, han mostrado una eficacia en modelos
animales y en ensayos en seres humanos. Por ejemplo, se conoce que los linfocitos agresores activados con linfocinas
(LAK) y los linfocitos que se infiltran en el tumor (TIL) pueden lisar células neoplasicas y producir un rechazo total
o parcial del tumor. La expresion de los genes de la citocina en células tumorales, también ha potenciado la regresién
del tumor.

La presente invencién proporciona un nuevo acercamiento a la transferencia génica contra tumores, mediante la
introduccion de genes recombinantes directamente en las células tumorales in vivo, en contraposicion con las técnicas
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tradicionales de transferencia génica que se han orientado hacia la modificacién de células tumorales in vitro seguido de
transferencia de las células modificadas. Los acercamientos de la técnica anterior no son ventajosos porque someten las
células a una seleccién en condiciones de crecimiento diferentes a las que tienen in vivo y porque también se requiere
que las lineas celulares se establezcan para cada cdncer, volviendo de este modo considerablemente mds dificil la
adaptabilidad a la enfermedad humana.

Los genes que se pueden utilizar para la modificacién de células tumorales in vivo incluyen genes que contienen una
secuencia de ADN (o se puede utilizar la secuencia de ARN correspondiente) que codifica una molécula intracelular,
secretada o de la superficie celular que es exdgena para el paciente y que (1) es inmundgena para el paciente, (2) que
induce el rechazo del tumor, la regresion o ambos, o (3) que es toxica para las células del tumor.

Sin embargo, en el contexto de la presente invencidn, la secuencia de ADN o de ARN es un miembro seleccionado
entre el grupo consistente en secuencias de ADN o de ARN que codifican agentes estimulantes/inhibidores del sistema
inmune y del crecimiento, que incluyen agentes inductores de la diferenciacion, tales como los agentes estimulantes
que incluyen la interleucina-2, la interleucina-3, la interleucina-4, la interleucina-6, agentes inhibidores/inductores de
la diferenciacion, tales como TFG-81, TGF-82, TGF-83, interleucina-1 e interferones.

Los vectores que contienen la secuencia de ADN (o la secuencia de ARN correspondiente) que se pueden utilizar
de acuerdo con los métodos descritos en esta memoria, pueden ser un vector de expresion eucaridtica que contiene la
secuencia de ADN o de ARN de interés. Las técnicas para obtener la expresion de las secuencias de ADN o de ARN
exdgenas en un hospedador son conocidas. Véase, por ejemplo, Korman y col., Proc. Natl. Acad. Sci USA, (1987)
84:2150-2154.

Este vector, tal y como se ha indicado anteriormente, se puede administrar al paciente con un vehiculo de vector
retrovirico u otro vector virico (es decir, un vector virico), un complejo de ADN o ARN/liposoma o empleando la
transferencia génica mediada por células. Ademds, el vector, cuando estd presente en forma no virica, se puede admi-
nistrar como una formulacién quimica que contiene una secuencia de ADN o ARN acoplada a una molécula vehiculo
que facilita la entrega a la célula hospedadora. Dicha molécula vehiculo podria incluir un anticuerpo especifico de las
células a las que se estd entregando el vector o una molécula capaz de interaccionar con un receptor asociado con las
células diana.

La transferencia génica mediada por células se puede utilizar de acuerdo con los métodos descritos en esta memo-
ria. De este modo, depende de la entrega de genes recombinantes en organismos vivos mediante la transferencia del
material genético a células obtenidas a partir del hospedador y la modificacién en cultivo celular, seguido de la intro-
duccion de las células alteradas genéticamente en el hospedador. Una linea celular ilustrativa de empaquetamiento que
se puede emplear de acuerdo con esta realizacion, estd descrita por Danos y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988)
85:6460.

La secuencia de ADN o de ARN que codifica la molécula empleada de acuerdo con los métodos descritos en
esta memoria, se puede administrar al paciente que puede ser humano o un animal, de forma local o sistémica. La
administracién sistémica se realiza preferentemente empleando la formulacién quimica de ADN o ARN no virica,
acoplada a una molécula vehiculo que facilita la entrega a las células hospedadoras. Cualquiera de las administraciones
se puede realizar con una inyeccion por via IV o IM o con inyeccién por via subcutdnea, empleando cualquier medio
conocido o empleando un catéter, tal y como se describe en esta memoria.

Los vehiculos de vectores retroviricos empleados de acuerdo con los métodos descritos en esta memoria, compren-
den una particula virica obtenida a partir de un retrovirus presente en la naturaleza, que se ha alterado genéticamente
para que tenga una replicacion defectuosa y para expresar un gen recombinante de interés. Una vez que el virus entre-
ga su material genético a una célula, no genera virus infecciosos adicionales, sino que introduce genes recombinantes
exdgenos en la célula.

En otros vectores viricos, la particula virica empleada se obtiene a partir de otros virus presentes en la naturaleza
que se han alterado genéticamente para que su replicacién sea defectuosa y para expresar genes recombinantes. Tales
vectores viricos se pueden obtener a partir de adenovirus, papilomavirus, herpesvirus, parvovirus, etc.

Las secuencias también se pueden administrar como un complejo de ADN o ARN/liposoma. Tales complejos
comprenden una mezcla de particulas de grasa, lipidos que se unen a material genético, ADN o ARN, proporcionando
un revestimiento hidréfobo que permite que el material genético se entregue a las células. Esta formulacién propor-
ciona un vector no virico para la transferencia génica. Los liposomas empleados de acuerdo con la invencién pueden
comprender DOPE (dioleil-fosfatidil-etanolamina), CUDMEDA (N-(5-colester-$-ol 3-uretanil)-N’,N’-dimetiletilen
diamina).

Tal y como se ha indicado anteriormente, otros vectores no viricos también se pueden emplear de acuerdo con los
métodos descritos en esta memoria. Estos incluyen formulaciones quimicas de ADN o ARN acopladas a una molécula
vehiculo (p. €j., un anticuerpo o un ligando del receptor) que facilitan la entrega a las células hospedadoras, con el fin
de alterar las propiedades bioldgicas de las células hospedadoras. La expresion “ formulaciones quimicas” empleada
en esta memoria, se refiere a modificaciones de acidos nucleicos para permitir el acoplamiento de los compuestos de
dcido nucleico con una molécula vehiculo proteica o lipidica, o un derivado de las mismos. Tales moléculas vehiculo
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incluyen anticuerpos especificos de las células hospedadoras o de los ligandos del receptor, es decir, moléculas capaces
de interaccionar con los receptores asociados con las células hospedadoras.

En el contexto de la presente invencidn, sin embargo, se emplean vectores viricos.

Las moléculas que se pueden utilizar de acuerdo con los métodos descritos en esta memoria incluyen las siguien-
tes: (1) genes que codifican agentes estimulantes del sistema inmune, tales como los genes de la clase I del complejo
de histocompatibilidad, genes bacterianos que incluyen genes de micobacterias (PPD) y genes que codifican proteinas
de choque térmico, genes que codifican glicoproteinas viricas que incluyen la proteina G del virus de la estomatitis
vesicular, la hemoaglutinina de la gripe y la glicoproteina 8 del herpesvirus, antigenos del complejo menor de his-
tocompatibilidad, proteinas ajenas, tales como lisozima o seroalbiimina bovina y oncogenes, que incluyen KIA, P53
(mutantes) y tax; (2) agentes estimulantes/inhibidores del sistema inmune y del crecimiento que incluyen agentes in-
ductores de la diferenciacion, tales como agentes estimulantes que incluyen la interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-3, IL-6
o IL-8, agentes inhibidores/inductores de la diferenciacion, tales como TNF-a o 8, TGF-8 (1, 2 o 3), IL-1, receptores
solubles del factor de crecimiento (receptores de PDGF, FGF), anticuerpos recombinantes para factores de crecimiento
o receptores, andlogos de factores de crecimiento (PDGF, FGF), interferones (@, 5 0 y) y moléculas de adhesién; o
(3) toxinas o marcadores seleccionables negativos que incluyen la quinasa de timidina, la toxina diftérica, la toxina
pertussis o proteinas sensibles a firmacos.

Tal y como se ha indicado en otro lugar en esta memoria, la secuencia de ADN y de ARN que se emplea de acuerdo
con la presente invencién, es un miembro seleccionado entre el grupo consistente en secuencias de ADN o de ARN
que codifican agentes estimulantes/inhibidores del sistema inmune y del crecimiento que incluyen agentes inductores
de la diferenciacidn, tales como agentes estimulantes que incluyen interleucina-2, interleucina-3, interleucina-4, inter-
leucina-6, agentes inhibidores/inductores de la diferenciacion tales como TGF-S1, TGF-82, TGF-£3, interleucina-1 e
interferones.

La secuencia de ADN/ARN se obtiene preferentemente a partir de una fuente de la misma especie que el paciente,
pero esto no es absolutamente necesario y la presente invencidn proporciona el uso de secuencias de ADN obtenidas a
partir de una fuente de una especie diferente a la del paciente, de acuerdo con esta realizacién. En el método descrito
en esta memoria, los genes que codifican los agentes estimulantes del sistema inmune y las toxinas o los marcadores
negativos seleccionables, que se corresponden con (1) y (3) anteriores, se seleccionan preferentemente a partir de una
especie diferente a la especia a la que pertenece el paciente. Para los agentes estimulantes/inhibidores del sistema
inmune y del crecimiento, que se corresponden con (2) anterior, se emplea preferentemente un gen obtenido a partir
de una especie que es la misma que la especie del paciente.

En el uso de los métodos descritos en esta memoria en el tratamiento del SIDA, se puede utilizar el material
genético que codifica CD4 soluble o sus derivados. En el tratamiento de enfermedades genéticas, por ejemplo, una
deficiencia de la hormona de crecimiento, se emplea el material genético que codifica la sustancia necesaria, por
ejemplo, la hormona de crecimiento humana. Todos estos materiales genéticos estdn facilmente a disposicion para un
experto en la técnica.

También se describe en esta memoria un equipo de reactivos para tratar una enfermedad en un paciente que contiene
un catéter y una solucién que contiene una enzima o un detergente suave, en donde el catéter se adapta para la insercién
en un vaso sanguineo y contiene un cuerpo principal del catéter que tiene un elemento de globo, adaptado para ser
insertado en dicho vaso y es expansible contra las paredes del vaso sanguineo, de modo que sostiene el cuerpo del
catéter principal en su lugar en el vaso sanguineo, y unos medios transportados por el cuerpo del catéter principal
para entregar una solucién en el vaso sanguineo y la solucién que contiene la enzima o el detergente suave es una
solucién fisiolégicamente aceptable. La solucién puede contener una enzima proteolitica, tal como dispasa, tripsina,
colagenasa, papaina, pepsina o quimiotripsina. Ademads de las enzimas proteoliticas, se pueden utilizar liposas. Como
detergente suave, la solucién puede contener NP-40, Triton X-100, desoxicolato, SDS o similares.

Alternativamente, el equipo de reactivos puede contener una solucién fisiolégicamente aceptable que contiene un
agente tal como heparina, poli-L-lisina, polibreno, dextran-sulfato, un material policatiénico o anticuerpos bivalentes.
Esta solucién también puede contener vectores o células (normales o transformadas). El equipo puede contener un
catéter y una solucién que contiene una enzima o un detergente suave y una solucién que contiene un agente tal como
heparina, poli-L-lisina, polibreno, dextran-sulfato, un material policatiénico o un anticuerpo bivalente y que puede
contener opcionalmente vectores o células.

El equipo contiene un catéter con un tinico globo y un orificio central distal para la perfusién, junto con soluciones
aceptables para permitir la introduccién de las células en un érgano especifico o de vectores en un lecho capilar o
células en un érgano o tejido especifico, perfundido con este lecho capilar.

Alternativamente, el equipo puede contener un cuerpo principal del catéter que tiene dos elementos de globo
separados que estdn adaptados para insertarse en el vaso sanguineo, pudiéndose expandir ambos contra las paredes del
vaso sanguineo para proporcionar una cdmara en el vaso sanguineo y sostener el catéter principal en su posiciéon. En
este caso, los medios para entregar una solucién en la cimara, se sitdan entre los elementos de globo. El equipo puede
contener un catéter que posee una pluralidad de medios de orificio para aportar la solucién al vaso sanguineo.
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Por tanto, la presente descripcién proporciona un método para tratar una enfermedad en un paciente, haciendo que
una fijacion de células sobre las paredes de un vaso o las células de un 6rgano perfundido por este vaso en el paciente,
exprese una proteina de un agente terapéutico exdgeno, en donde la proteina trata la enfermedad o puede ser ttil para
fines de diagndstico. El método se puede utilizar para tratar enfermedades, tales como una enfermedad isquémica, una
enfermedad vasomotora, la diabetes, un céncer, el SIDA o una enfermedad genética.

El método puede emplear proteinas de un agente terapéutico exdgeno, tales como tPA o modificaciones de la
misma, uroquinasa, estreptoquinasa, factor 4cido de crecimiento de fibroblastos, factor basico de crecimiento de fi-
broblastos, factor de necrosis tumoral «, factor de necrosis tumoral 8, factor de crecimiento transformante «, factor
de crecimiento transformante 3, factor natriurético atrial, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, endotelina,
insulina, toxina diftérica, toxina pertussis, toxina colérica, CD4 soluble y sus derivados, y hormona de crecimiento
para tratar enfermedades.

El método puede emplear también proteinas exégenas con valor diagndstico. Por ejemplo, una proteina marcadora,
tal como S-galactosidasa se puede utilizar para vigilar la migracion celular.

Se prefiere que las células que van a expresar la proteina del agente terapéutico exégeno, sean células endoteliales.

Otras caracteristicas de los métodos descritos en esta memoria serdn evidentes en el curso de las siguientes des-
cripciones que se proporcionan a modo de ilustracion.

Los datos descritos a continuacién muestran la viabilidad de la transferencia de células endoteliales y de trasplante
de genes; estas células endoteliales se pueden implantar de forma estable in sifu sobre la pared arterial mediante
cateterizacion y expresan una proteina recombinante marcadora, S-galactosidasa, in vivo.

Ya que la aterogénesis en los cerdos tiene similitudes con la de humanos, se escogié una cepa endogdmica de cerdo,
el “minicerdo Yucatdn” (Charles River Laboratories, Inc., Wilmington, MA) como modelo animal (1). Se estableci6
una linea principal de células endoteliales a partir de la vena yugular interna de un minicerdo hembra, de 8 meses de
edad. La identidad de las células endoteliales de esta linea se confirmé porque las células mostraban caracteristicas del
crecimiento y morfologia tipica del endotelio porcino en cultivo de tejidos. Las células endoteliales también expresan
receptores para la forma acetilada de la lipoproteina de baja densidad (AcLDL), en contraposicién con los fibroblastos
y otras células del mesénquima (2). Cuando se analiza la expresion del receptor AcLDL, mds del 99% de las células
cultivadas contenian este receptor, tal y como se estudié mediante la absorcién de ACLDL fluorescente.

Dos lineas endoteliales independientes que expresaban S-galactosidasa, se aislaron después de la infeccién con un
vector retrovirico anfétropo de mirido que transducia S-galactosidasa, (BAG) que es defectuoso para la replicacién
y que contiene los genes de resistencia a la S-galactosidasa y a la neomicina (3). Las células que contienen este vec-
tor se seleccionaron por su capacidad para crecer en presencia de G-418. Mas del 90% de las células seleccionadas
sintetizaban S-galactosidasa mediante tincién histoquimica. La naturaleza endotelial de estas células modificadas ge-
néticamente, también se confirmé por andlisis de absorcién de ACLDL fluorescente. La infeccidn con retrovirus BAG
se verific6 adicionalmente con andlisis de transferencia de tipo Southern que reveld la presencia de ADN provirico
intacto, en aproximadamente una copia por genoma.

Las células endoteliales obtenidas a partir de esta cepa endogdmica, que era singénica, se podian aplicar para
estudiar mds de un minicerdo y se sometieron a ensayo en nueve individuos experimentalmente diferentes. Bajo
anestesia general, se descubrieron las arterias femoral e iliaca y se introdujo un catéter en el vaso (Figura 1). Los
tejidos de la capa intima de la pared arterial se denudaron mecanicamente, haciendo pasar a la fuerza dentro del vaso
un catéter de globo parcialmente inflado. La arteria se lavé con solucién salina heparinizada y se incub6 con proteasa
neutra, dispasa (50 U/ml), la cual eliminé cualquier resto de células endoteliales en el lumen. La enzima residual se
inactivo facilmente con globulina @2 en el plasma después de deshinchar los globos del catéter y permitiendo que la
sangre circulara a través del segmento del vaso. Las células endoteliales cultivadas que expresaban la 8-galactosidasa
se introdujeron empleando un catéter arterial disefiado especialmente (USCI, Billerica, MA) que contenia dos globos
y un orificio central para instilacién (Figura 1).

Cuando estos globos se inflaron, se cre6 un espacio protegido dentro de la arteria en el cual se instilaron las células
a través del orificio central 3 (Figura 1). Estas células endoteliales, que expresaban la 5-galactosidasa, se cultivaron
durante 30 minutos para facilitar su fijacién al vaso denudado. A continuacion, se retiré el catéter, se ligé el brazo de
la arteria y se cerrd la incision.

Los segmentos de la arteria que habian sido inoculados con el endotelio que expresaba [-galactosidasa, se reti-
raron 2 a 4 semanas después. El examen a groso modo del espécimen de la arteria después de la tincién empleando
cromdgeno X-gal, mostraba muiltiples dreas de coloracién azul, comparado con una arteria inoculada con endotelio
sin infectar, indicando una actividad 3-galactosidasa. La microscopia éptica documentaba una tincién de la S-galacto-
sidasa principalmente en las células endoteliales de la capa intima en los vasos inoculados experimentalmente.

Por el contrario, no se observé ninguna evidencia de una tincién similar en los segmentos testigos, que habian
recibido células endoteliales que no contenian B-galactosidasa. La tincién de la S-galactosidasa era ocasionalmente
evidente en tejidos mas profundos de la capa intima, sugiriendo una compresion o una migracién del endotelio inocu-
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lado dentro de la pared del vaso previamente dafiado. Se observé una trombosis local en los dos primeros individuos.
Esta complicacién se redujo en estudios posteriores, administrando dcido acetilsalicilico antes del proceso de transfe-
rencia de las células endoteliales y antes de usar la anticoagulacién con heparina en el momento de la inoculacién. En
el caso de formacién de trombos, la tincién con S-galactosidasa se observo en células endoteliales que se extendian
desde la pared del vaso hasta la superficie del trombo.

Un cuidado principal que hay que tener en el trasplante de genes in vivo estd relacionado con la produccion de
retrovirus competentes para la replicacién, procedentes de células modificadas genéticamente. En estos ensayos el
problema potencial se ha reducido con el uso de un retrovirus defectuoso para la replicacién. No se detectaron virus
auxiliares entre estas lineas después de 20 pases in vitro. Aunque se emplearon virus defectuosos, debido a su alta
tasa de infectividad y a su integracion estable en el genoma de la célula hospedadora (4), este acercamiento para la
transferencia de genes se puede adaptar a otros vectores viricos.

Un segundo cuidado que hay que observar, implica la duracién de la expresién de los genes recombinantes in vivo.
La expresion de las células endoteliales de la S-galactosidasa parece constante en los vasos examinados seis semanas
después de la introduccién en el vaso sanguineo en el presente estudio.

Estos ensayos han mostrado que las células endoteliales modificadas genéticamente se pueden introducir en la
pared vascular del minicerdo Yucatdn, mediante cateterizacién de la arteria. Por tanto, el presente método se puede
emplear para el tratamiento bioquimico localizado de una enfermedad vascular, empleando como vector un endotelio
alterado genéticamente.

Una complicacién principal de las intervenciones quirtrgicas actuales relacionadas con la enfermedad vascular,
tales como la angioplastia de globo o la insercién de un injerto en un vaso enfermo, es la rotura de la placa ateroscle-
rética y la formacién de trombos en los sitios de trauma local tisular (5). En parte, esto estd mediado por una lesién
de las células endoteliales (6). Los datos presentes muestran que las células endoteliales genéticamente modificadas
se pueden introducir en el momento de la intervencién, para reducir la trombosis local.

Esta técnica también se puede emplear en otros tratamientos isquémicos que incluyen la angina inestable o el
infarto de miocardio. Por ejemplo, los efectos antitrombéticos se pueden conseguir introduciendo células que expresan
genes del activador del plasminégeno tisular o de la uroquinasa. Esta tecnologia también es ttil para el tratamiento de
la isquemia croénica tisular. Por ejemplo, la elaboracién de factores angiogénicos o de crecimiento (7) para estimular
la formacidén de vasos colaterales para estimular tejidos con isquemia grave, tal como el miocardio. Finalmente, la
sustitucién de genes somdticos en enfermedades sistémicas hereditarias, es posible empleando modificaciones de esta
técnica de transferencia de genes de células endoteliales.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a un método para modular el sistema inmune de un animal
mediante la transformacioén in vivo de células del animal con un gen recombinante. La transformacién se puede realizar
de forma no especifica del sitio o sistémica o de forma especifica del sitio. Si la transformacién se realiza de forma
sistémica o en sitios distintos de los que confieren la especificidad sobre el sistema inmune, tales como el timo,
entonces el sistema inmune se modulard para dar como resultado que el animal esté sensibilizado contra la molécula
que es codificada por el gen recombinante. Alternativamente, si la transformacién se realiza de forma especifica del
sitio y estd localizada en un sitio que determina la especificidad del sistema inmune, p. €j., el timo, el sistema inmune se
modulard para dar como resultado que el animal sea tolerante frente a la molécula codificada por el gen recombinante.

El término sensibilizado significa que el sistema inmune muestra una respuesta mas fuerte hacia la molécula codifi-
cada por el ADN después de la transformacién in vivo, que al comparar con la respuesta antes de la transformacién. El
término tolerante significa que el sistema inmune muestra una respuesta menos fuerte hacia la molécula codificada por
el gen recombinante, después de la transformacion, comparada con la respuesta antes de la transformacién. Por tanto,
se puede modular el sistema inmune para proporcionar una resistencia o una tolerancia hacia la molécula codificada
por el ADN.

Ejemplos de moléculas hacia las que seria deseable proporcionar una resistencia, incluyen: moléculas de la super-
ficie celular, tales como antigenos tumorales (antigeno carcinoembridnico), antigenos protozooarios (Pneumcystis),
antigenos viricos (gp120 y gp160 del VIH, el antigeno de H, influenza y el antigeno de superficie de la hepatitis B),
el antigeno de la enfermedad de Lymes, antigenos bacterianos y antigenos de trasplante (clase I o clase II), oncogenes
ras u otros oncogenes que incluyen erb-A o neu; proteinas citopldsmicas, tales como el oncogen raf, el oncogen src
y el oncogen abl; proteinas nucleares, tales como el oncogen E1A, el oncogen mutante p53, tat, tax, rev, vpu, vpx, el
antigeno del nicleo del virus de la hepatitis, EBNA y genes viricos; y proteinas secretadas, tales como endotoxina,
toxina colérica, TNF y el factor activador de osteoclastos.

Ejemplos de moléculas para las que puede ser deseable proporcionar una resistencia, incluyen: moléculas de la
superficie celular, tales como los receptores del factor de crecimiento, los receptores de la insulina, los receptores de
la hormona tiroides, los antigenos de trasplante (clase I o clase II), los antigenos de grupos sanguineos y el receptor
de LDL; proteinas citopldsmicas, tales como el citocromo P450, la galactosil-transferasa, la distrofina, el gen de
resistencia a la neomicina y la proteina bacteriana de choque térmico; proteinas nucleares, tales como el retinoblastoma
y el rev transdominante; y proteinas secretadas, tales como la hormona de crecimiento para enanos, la insulina para
diabéticos y la desaminasa de adenosina.
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Se entiende que el 4cido nucleico, el ADN, el ARN o sus derivados, en el gen recombinante pueden tener cualquier
origen adecuado. Es decir, el 4cido nucleico se puede aislar a partir de cualquier fuente presente en la naturaleza o
puede ser de origen sintético.

El gen recombinante se puede introducir en las células del animal empleando cualquier vector convencional. Ta-
les vectores incluyen vectores viricos, lipidos catiénicos que forman complejo con el ADN o con el ARN (ADN o
ARN/liposomas) y complejos de ADN o de ARN con policationes, tales como DEAE, dextrano y polibreno.

Tal y como se ha indicado anteriormente, el gen recombinante se puede introducir en las células de una forma
especifica del sitio para conferir resistencia a la molécula codificada por el gen recombinante. Los sitios adecuados in-
cluyen, p. €j., las células endoteliales o las células reticuloendoteliales en la vasculatura o en cualquier tejido u érgano
especifico. La forma de la preparacién que contiene el vector y el gen recombinante, empleada en la transformacién
dependera del tejido especifico que se va a transformar. Las preparaciones adecuadas para transformar células endo-
teliales se describen en otro lugar en esta memoria descriptiva. Ademads, se pueden utilizar preparaciones adecuadas
para administracion oral o para otros medios de administracién (p. €j., endoscépica) para proporcionar una resistencia
a la mucosa. Dicha preparacién podria incluir detergentes, gelatinas, cdpsulas u otros vehiculos de entrega ademds del
vector y del gen para proteger contra la degradacion y mejorar la entrega a la superficie mucosa.

Alternativamente, el gen recombinante se puede introducir de forma especifica del sitio, en un sitio que determina
la especificidad del sistema inmune. EI timo es uno de esos sitios (véase: A. M. Posselt y col., Science, vol. 249,
pag. 1292 (1990)). Por tanto, introduciendo un gen recombinante de forma especifica del sitio en el timo, el sistema
inmune se puede modular para dar como resultado una tolerancia a la molécula codificada por el gen. De este modo,
se puede evitar el rechazo de trasplantes. Las mismas preparaciones y técnicas empleadas para transformar de forma
especifica del sitio los tumores descritos anteriormente, se pueden usar para introducir el gen recombinante en el timo.
Especificamente, la preparacién para la transformacién se puede inyectar directamente en el timo o el tumor o en los
vasos que riegan el timo o el tumor.

El presente método se puede poner en prictica en cualquier animal, tal como pollos 0 mamiferos tales como vacas,
caballos, gatos, perros, monos, lemures o seres humanos.

Cuando se introduce el gen recombinante empleando un liposoma, se prefiere determinar en primer lugar in vitro,
los valores 6ptimos para el ADN: las tasas de lipidos y las concentraciones absolutas de ADN y de lipido como una
funcién de la muerte celular y la eficacia de la transformacién para el tipo particular de célula que se va a transformar
y el uso de estos valores en la transformacién in vivo. La determinacién in vitro de estos valores se puede realizar
facilmente empleando las técnicas descritas en la Seccion Experimental de esta memoria descriptiva.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a un equipo de reactivos para la introduccién sistémica in vivo
de un gen recombinante en las células de un animal. Dicho equipo de reactivos incluird aproximadamente la cantidad
optima de un vehiculo, tal como un lipido, y el 4cido nucleico, y/o los medios de entrega, p. €j., un endoscopio o
una jeringuilla. El equipo de reactivos también puede contener instrucciones para la administracion de la preparacién
transformante. El vehiculo y el 4cido nucleico se pueden congelar en seco y empaquetar de forma separada o premez-
clada. El equipo de reactivos también puede contener una solucién para reconstituir perfectamente los complejos del
vehiculo y el dcido nucleico, los cuales proporcionan una entrega eficaz a las células in vivo. Una solucién tal puede
contener uno o varios ingredientes, tales como tampones, azicares, sales, proteinas y detergentes.

Habiendo descrito de forma general los métodos especificados en esta memoria, se pueden comprender adicio-
nalmente haciendo referencia a ciertos ejemplos especificos que se proporcionan en esta memoria, sélo con fines
ilustrativos y que no pretenden limitar a no ser que se indique de otro modo.

Seccion experimental

A. Andlisis de la expresion del receptor AcLDL en células endoteliales porcinas normales y transducidas con -
galactosidasa

Se analizaron los cultivos celulares endoteliales obtenidos a partir del minicerdo Yucatan, dos sublineas infectadas
con el retrovirus BAG o con fibroblastos 3T3 testigos, en busca de expresién del receptor de AcLDL empleando
AcLDL marcada con fluorescencia.

Las células endoteliales se obtuvieron a partir de las venas yugulares externas, empleando la proteasa neutra dispasa
(8). Los segmentos de vena escindidos se rellenaron con dispasa (50 U/ml en solucién salina equilibrada de Hank) y se
incubaron a 30°C durante 20 minutos. El endotelio obtenido de este modo se mantuvo en medio 199 (GIBCO, Grand
Island, N.Y.) suplementado con suero de ternera fetal (10%), 50 pg/ml de suplemento de factor de crecimiento de
células endoteliales (ECGS) y heparina (100 ug/ml). Estas células se infectaron con retrovirus BAG y se seleccionaron
por su resistencia a G-418. Los cultivos celulares se incubaron con AcLDL (perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3",3’-
tetrametilindocarbacianina) (Dil) (Biomedical Technologies, Stoughton, MA) (10 ug/ml) durante 4-6 horas, a 37°C,
seguido de tres aclarados con solucién salina tamponada con fosfato que contenia 0,5% de glutaraldehido. Las células
se visualizaron por microscopia en contraste de fase y fluorescente.
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B. Método para introducir células endoteliales mediante cateterizacion

Se empled un catéter de doble globo para la instilacién de las células endoteliales. El catéter tiene un globo proximal
y distal, cada uno de 6 mm de longitud y 5 mm de ancho, con 20 mm de longitud entre los globos. La seccién central
del catéter tiene un poro de 2 mm conectado a un orificio de instilacién. El hinchado del globo proximal y distal aisla
un espacio central, permitiendo la instilacion de las células infectadas a través del orificio en un segmento discreto del
vaso. Para una representacion esquematica de la introduccién de las células a través del catéter, véanse las Figuras 1 y
2.

El cuidado de los animales se realizé segin los “Principios para el cuidado de animales de laboratorio” y la
“Guia para el cuidado y el uso de animales de laboratorio” (NIH, publicacién n® 80-23, revisado 1978). Minicerdos
Yucatan hembras (80-100 kg) se anestesiaron con pentobarbital (20 mg/kg), se entubaron con ventilacién mecanica.
Las arterias iliaca y femoral de estos individuos se expusieron quirtirgicamente de forma estéril. La arteria femoral
distal se punzé y el catéter de doble globo se hizo avanzar con la guia, en la arteria iliaca. Cuando la arteria iliaca
externa se identifico, el globo proximal se infl6 parcialmente y se hicieron pases proximales y distales de modo que el
endotelio se denudara mecanicamente. El catéter se colocé posteriormente en el espacio central, localizado en la regién
del endotelio denudado, y se inflaron ambos globos. El segmento denudado se irrigd con solucidn salina heparinizada
y las células adherentes residuales se retiraron por instilacién de dispasa (20 U/ml) durante 10 min. El vaso denudado
se irrigd adicionalmente con una solucién de heparina y las células endoteliales infectadas con BAG se instilaron
durante 30 minutos. El catéter de globo se retir6 posteriormente y se restaurd el flujo sanguineo anterégrado. Los
segmentos del vaso se escindieron 2 a 4 semanas después. Una porcion de la arteria se colocd en glutaraldehido al
0,5% durante cinco minutos y se almacend en solucidn salina tamponada con fosfato y otra porcién se montd en un
bloque de parafina para seccionarla. La presencia de 5-galactosidasa expresada por el retrovirus, se determiné por una
técnica histoquimica convencional (19).

C. Andlisis de las células endoteliales in vitro e in vivo

La actividad de la S-galactosidasa se comprueba con la tincién histoquimica en (A) las células endoteliales prin-
cipales procedentes del minicerdo Yucatdn, (B) en una sublinea obtenida a través de la infeccién con el vector del
retrovirus BAG, (C) en un segmento de la arteria normal testigo, (D) en un segmento de arteria instilada con endotelio
infectado con el vector retrovirico BAG, (E) con una seccién microscépica de la arteria normal testigo, y (F) una
seccioén microscépica de arteria instilada con endotelio infectado con el vector retrovirico BAG.

Las células endoteliales en el cultivo de tejidos se fijaron en 0,5% de glutaraldehido antes de la tincién histoquimi-
ca. La actividad enzimadtica de la proteina 8-galactosidasa de E. coli se emple6 para identificar las células endoteliales
infectadas in vitro e in vivo. El vector Mo-MuLV que transduce la 8-galactosidasa (2), (BAG) fue cedido amablemente
por la Dra. Constance Cepko. Este vector empleaba la LTR de Mo-MuLV de tipo silvestre como promotor para el gen
de la B-galactosidasa. El promotor temprano del virus de simio 40 (SV-40), ligado al gen de resistencia a la neomicina
Tn5, proporciona resistencia al firmaco G-418 y se inserta aguas abajo del gen de la S-galactosidasa, proporcionan-
do un marcador para seleccionar las células que expresan S-galactosidasa que contienen el retrovirus. Este retrovirus
defectuoso se prepard a partir de células de fibroblasto ¢ am (3, 10) y se mantuvo en medio de Eagle modificado con
Dulbecco (DMEM) y suero de ternera al 10%. Con las células se realizaron pases dos veces a la semana después de
la tripsinizacién. El material sobrenadante con titulos de 10*-10°/ml de colonias resistentes a G-418, se afiadi6 a las
células endoteliales con dos tercios de confluencia y se incubaron durante 12 horas en DMEM con suero de ternera
al 10% a 37°C en CO, al 50%, en presencia de 8 pg/ml de polibreno. El material sobrenadante virico se retird y las
células se mantuvieron en medio 199 con 10% de suero de ternera fetal, ECGS (50 pg/ml) y medio condicionado para
células endoteliales (20%) durante 24 a 48 horas adicionales, antes de seleccionar en G-418 (0,7 pg/ml de una mezcla
racémica al 50%). Las células resistentes a G-418 se aislaron y se analizaron en busca de expresion de 5-galactosidasa,
empleando una tincién histoquimica convencional (9). Las células que expresaban de forma estable la enzima S-ga-
lactosidasa, se mantuvieron en cultivo continuo para usarlas cuando fuera necesario. Se almacenaron partes alicuotas
congeladas en nitrégeno liquido.

D. Inmunoterapia del cdancer mediante transferencia génica in vivo

Se preparé un vector retrovirico con el gen H-2K®. Las células CT26 se infectaron con este vector in vitro, se
seleccionaron por su resistencia a G418 y se analizaron mediante separacion de las células activadas por fluorescencia
(FACS). Las células CT26 transducidas mostraban una mayor intensidad media de la fluorescencia que las células
CT26 no infectadas o las CT26 infectadas con diferentes vectores retroviricos. Cuando se inyectaron 10° células CT26
que expresaban H-2K® por via subcutdnea en ratones BALB/c (H-2¢) sensibilizados frente a este antigeno, no se
observaron tumores durante un periodo de 8 semanas, en comparacién con la linea tumoral (H-2Y) CT26 sin modificar
que formaba tumores de forma rutinaria con esa dosis. La respuesta inmune a H-2K* podia por tanto proporcionar una
proteccion frente a las células CT26 que eran portadoras de este antigeno. Sin embargo, cuando CT26 H-2K* y CT26
se inocularon conjuntamente, se observé crecimiento tumoral, sugiriendo que H-2K* conferia sensibilidad sélo a las
células modificadas.

Para determinar si se pueden conseguir efectos protectores introduciendo H-2K* en tumores CT26 en crecimiento,
se introdujo el gen informador H-2K® o un gen de la S-galactosidasa en los tumores, con ADN/liposoma o un vector
retrovirico. Las cdpsulas tumorales (0,5-1 cm de didmetro) se expusieron quirdrgicamente y se administraron multiples
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inyecciones con aguja (2-10) en el parénquima. Con los pladsmidos informadores de §-galactosidasa, se puede detectar
facilmente la expresién del gen recombinante después de una inyeccién intratumoral de ADN/liposoma o de vectores
retroviricos.

En los ratones que habian recibido inyecciones intratumorales del complejo H-2K* mas ADN/liposoma o el vector
retrovirico con H-2K®, el ADN recombinante se detecté6 por PCR en el tumor y ocasionalmente en otros tejidos.
Cuando se encontrd en otros 6rganos, no se detectaron patolégicamente evidencias de inflamacién o de toxicidad en
el 6rgano. Sin embargo, una respuesta inmune hacia la proteina H-2K* recombinante era evidente en estos animales.
Los linfocitos obtenidos a partir de los tumores con H-2K®, pero no de los tumores transducidos con 3-galactosidasa,
mostraban una respuesta citolitica frente a H-2K®, tanto si se habian entregado con vectores retroviricos como con
liposomas. Mds importante, los linfocitos obtenidos a partir de los animales transducidos con H-2K®, pero no de
los animales transducidos con -galactosidasa, reconocian y lisaban células CT26 sin modificar, indicando que esta
estimulacién inducia una reactividad inmune frente a células tumorales sin modificar genéticamente.

Para determinar el efecto protector de la respuesta inmune frente a H-2K®, se cuantificé el crecimiento tumoral in vi-
vo. Cuando los animales no recibfan una sensibilizacién previa a H-2K*, uno de cuatro tumores transducidos con H-2K*
mostraba una atenuacion del crecimiento tumoral, el cual no se completd. Por el contrario, no se observé un efecto an-
titumoral en los testigos sin modificar (n=4) o transducidos con -galactosidasa (n=4). Debido a que estos tumores eran
grandes en el momento de la inyeccidn inicial y continuaban creciendo cuando se generd la respuesta inmune primaria,
se realiz6 un intento de mejorar la respuesta antitumoral, mediante una inmunizacién previa de los ratones con células
tumorales H-2K® irradiadas con CT26 y mediante inyecciones mas tempranas y/o mas frecuentes del vector. Los tumo-
res se transdujeron los dias 12 y 32 con una inyeccién intratumoral de vectores de ADN/liposoma con H-2K*® o con -
galactosidasa. El tratamiento con el complejo de H-2K* y liposoma mejoraba la supervivencia y atenuaba el crecimien-
to tumoral, por el contrario, los tumores transducidos con S-galactosidasa no se diferenciaban en la tasa de crecimiento
al comparar con los testigos sin inyectar. La regresion total del tumor se consiguié en dos ratones, incrementan-
do el nimero de inyecciones y entregando H-2K® en los tumores en un estado previo. Este tratamiento era protec-
tor, puesto que los animales testigos mostraban un crecimiento tumoral continuo y no sobrevivian mas de 35 dias.

E. Modulacion del sistema inmune

La respuesta a la inyeccién de lipidos catiénicos y de plasmidos se determind después de la inyeccidn intravenosa
en ratones BALB/c (6-12 semanas). En los primeros experimentos, se introdujo un gen que codificaba la molécula
de H-2K* mediante inyeccién en la vena de la cola. Dos a cuatro semanas después, se recogieron células del bazo y
se analizaron en busca de su capacidad para mediar en una respuesta de linfocitos T citoliticos. Cuando estas células
se sometieron a ensayo empleando células diana 3'Cr (linfocitos CT26 que expresaban el gen H-2K®), se observo
una citolisis significativa que no se habia observado en los animales inyectados con el vector testigo, S-galactosidasa
(véase la Figura 3). Hasta un 25% de las células diana se lisaron con una relacién de efector:diana de 25:1.

Ademds de esta respuesta especifica de los linfocitos T citoliticos, se examinaron respuestas seroldgicas o de
anticuerpos frente a genes codificados por los pldsmidos del vector de expresién. Cuando se inyecta un plasmido que
codifica la molécula gp160 de VIH, se produce una respuesta de los anticuerpos en el ratén tratado. Al contrario
que en los animales testigos inyectados con lipidos catiénicos que contienen [-galactosidasa, los ratones inyectados
con lipidos catidénicos con el pldsmido gp160, mostraban una respuesta de los anticuerpos hacia la forma gp160 y
gp120 de esta molécula, mediante transferencia de tipo Western (véase la Figura 4). Estos resultados muestran que la
administracion sistémica de complejos de lipido catiénico/ADN se puede utilizar con éxito para inducir una inmunidad
mediada con células y mediada con anticuerpos contra patégenos ajenos.

F. Determinacion de las condiciones para una transfeccion éptima
(1) Construccion del plasmido

Un pldsmido que contiene el gen lacZ de E. coli, bajo el control del LTS del virus del sarcoma de Rous (RSV-
B-gal) (Norton y Coffin, Mol. Cell. Biol., 5(2), 281-290, 1985) se empled para la transfeccioén de células endoteliales
primarias de cerdo y células HeLa. Ademads, un pldsmido que contenia el gen lacZ bajo el control del ADN que
flanquea en 5’ la preproendotelina-1 (-1410 hasta +83) (Wilson y col., Mol. Cell. Biol., 10(9), 4854-4862, 1990) se
empled para la transfeccién de células endoteliales. Para un andlisis de la toxicidad in vivo, se emple6 el pldsmido
RSV-B-gal y un plasmido obtenido a partir del vector PLJ que contiene el ADNc que codifica un gen de la clase I del
MHC de ratén H-2K°.

(2) Cultivo celular, Andlisis de la transfeccion y Toxicidad in vitro

Las células endoteliales primarias, obtenidas a partir del minicerdo Yucatan (células YPE), se incubaron con medio
199 (M199) suplementado con 10% de FBS, 1-glutamina 2 mM, 50 U/ml de penicilina y 5 ug/ml de estreptomicina.
Las células HeLa se mantuvieron en medio Eagle modificado con Dulbecco (DMEM) suplementado con 5% de FBS,
I-glutamina 2 mM, 50 U/ml de penicilina y 5 ug/ml de estreptomicina. La mezcla de ADN y liposoma se prepard
con concentraciones de lipido de DOPE/DC-chol entre 2,5 y 25 uM, afiadidas a 0,2 ml de medio exento de suero o
solucién de lactato de Ringer en tubos de poliestireno. Después de mezclar suavemente, la solucién se dejo reposar
a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Para el andlisis de la transfeccion, se dejaron crecer las células en
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placas de cultivo de tejidos de 60 mm con 75% de confluencia o superior. Las células se lavaron dos veces con medio
exento de suero o solucién de lactato de Ringer y a continuacion se colocaron en 0,5 ml del mismo medio. La solucién
de ADN vy liposomas (0,2 ml) se afiadi6 a continuacién lentamente a las células, con agitacién suave, hasta tener un
volumen final de 0,7 ml. Esto dio como resultado unas concentraciones de ADN entre 0,7 y 7 ug/ml (13-130 nM) y
concentraciones de lipido de 7-70 uM. La transfeccion se realizé durante 1-5 horas, después de lo cual las células se
colocaron en medio suplementado tal y como se ha descrito anteriormente. De 24-48 horas después de la transfeccidn,
la actividad enzimaética de la proteina g-galactosidasa de E. coli se empled para identificar las células transfectadas,
mediante tincién con el cromoégeno X-gal. La toxicidad in vitro se determiné mediante efecto citopatico o por exclusién
con azul tripan.

(3) Estudios animales

Para las inyecciones intravenosas, los complejos de ADN/liposomas se prepararon tal y como se ha descrito para
los estudios de la transfeccidn in vitro, en 0,2 ml de M199 exento de suero o solucién Ringer con lactato. Después
de incubar durante 15-20 minutos, la mezcla se diluy6 hasta 0,7 ml y 0,1 a 0,2 ml de esta dilucién se inyectaron
inmediatamente a continuacion en la vena de la cola de un ratén adulto, hembra BALB/c. Antes de la inyeccidén se
recogi6 sangre y 9-11 dias después de la inyeccién y se examinaron las caracteristicas quimicas del suero. Unas 2
o 3 semanas después de la inyeccidn, se extirparon el higado, los rifiones, el pulmén, el corazén y el cerebro para
un andlisis histoldgico y de amplificacién del ADN con PCR, tal y como se ha descrito previamente. La inyeccién
intratumoral de células CT26 (Fearon y col., Cell, 60, 397-403, 1990) y el andlisis también se realizaron segtin con los
protocolos anteriores.

(4) Resultados

Las condiciones 6ptimas para la transfeccién y la toxicidad de los ADN/liposomas se determinaron inicialmente
in vitro. Para obtener una transfeccion méxima sin toxicidad in vitro, se estudio la relaciéon de ADN frente a lipido ca-
tiénico, la concentracion absoluta de ADN o de lipidos y las condiciones para la mezcla de ADN y lipidos catiénicos.
La preparacion de lipidos catiénicos era una formulacién de dos compuestos, que inclufan dioleil-fosfatidil-etanola-
mina (DOPE) y colester-3-3-ol 3 uretanil-N’,N’-dimetiletilen diamina (DC-Chol). Las eficacias de la transfeccién de
este reactivo eran iguales o superiores a las de la Lipofectin® (BRL) en diversas lineas celulares in vitro. Las célu-
las endoteliales que eran tipicamente dificiles de transfectar y las células HeLa, que se pueden transfectar facilmente
empleando una variedad de técnicas, se examinaron mediante transfeccion in vitro.

Para determinar las condiciones 6ptimas para la transfeccion de las células endoteliales, el lipido se empled ini-
cialmente con concentraciones diferentes, mientras que la concentracién de ADN se mantuvo constante. La eficacia
maxima de la transfeccién se observé empleando 0,7 pug/ml de ADN (13 nM) y 21 uM del lipido DPE/DC-Chol
con una disminuciéon marcada del ndmero de células transfectadas con mayor o menor concentracién de lipidos. A
continuacidn, se alteré la concentraciéon de ADN mientras que la concentracién de lipido permanecié constante. Es-
te andlisis reveld una sensibilidad similar a la concentracién de ADN, disminuyendo significativamente el ntimero
de células transfectadas con incrementos de la concentraciéon de ADN tan bajos como 0,4 ug/ml. Estos resultados
indican que la relacion de ADN frente a lipido es importante para una eficacia mdxima de la transfeccién y que la
concentracion absoluta de cada componente también es importante para determinar la eficacia de la transfeccién. Un
incremento de la concentracién de ADN y de lipido superior a la concentracién Optima de 0,7 ug/ml de ADN (13 nM)
y 21 uM de DOPE/DC-Chol, reducia el nimero de células viables y no incrementaba la eficacia de la transfeccién de
las células viables restantes. Concentraciones de lipido superiores a 35 uM reducian el nimero de células viables en
50%, comparadas con el testigo sin transfectar, mientras que la concentracién éptima de 0,7 ug/ml de ADN (13 nM)
y 21 uM de lipido no tenia ningtin efecto sobre la viabilidad celular después de 5 horas de incubacién.

Para comparar las concentraciones Optimas de la transfeccién en un tipo celular diferente, se realizaron transfec-
ciones sobre células HeLa. En este caso, se observé una relacién éptima ligeramente diferente de ADN y lipido. Las
eficacias pico de la transfeccién se obtuvieron con la misma concentracién de lipido que las células endoteliales (21
ug/ml) pero variaba poco con ligeras diferencias en las concentraciones de ADN. Las concentraciones de ADN de
1,4-4,2 pg/ml eran igualmente eficaces. De nuevo, cuando la relacién de ADN frente a lipido se mantenia pero la
concentracion de cada uno disminuia tres veces, se transfectaron muy pocas células, ilustrando que la relaciéon de
ADN frente a lipido y la concentracién absoluta de cada componente, eran importantes para mejorar el nimero de
células transfectadas. Si las células HeLa se transfectaban con >80% de confluencia o superior, no habia toxicidad
empleando hasta 35 uM de lipido. Sin embargo, cuando las células se transfectaban con una densidad de saturacién
menor, la viabilidad celular se reducia drasticamente sélo con 7 uM de lipido, comparado con las células testigo sin
transfectar. Estos resultados muestran que las condiciones Optimas para la transfeccién y la toxicidad pueden diferir
algo, dependiendo de la linea celular.

Otra variable en la preparacion de liposomas era la composicién de la solucién empleada para generar complejos
de los lipidos catiénicos con ADN. Entre diversas soluciones de medios analizados, no se observaron diferencias sus-
tanciales en la eficacia de la transfeccion ni en la toxicidad con los medios M199, McCoys, OptiMEM o RPMI. Sin
embargo se observé una mejora significativa en la eficacia de la transfeccién empleando lactato de Ringers convencio-
nal. El nimero de células transfectadas se incrementaba mds de tres veces comparado con el medio exento de suero,
aunque una incubacion prolongada (> 2 horas) daba como resultado una pérdida de la viabilidad celular en algunos
tipos celulares.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 301 602 T3

Publicaciones citadas
1.J. S. Reitman, R. W. Mahley, D. L. Fry, Atherosclerosis 43, 119 (1982).

2.R. E. Pitos, T. L. Innerarity, J. N. Weinstein, R. W. Mahley, Arteriosclerosis 1, 177 (1981); T. J. C. van Berkel,
J. F. Kruijt, FEBS Lett. 132, 61 (1981); J. C. Voyta, P. A. Netland, D. P. Via, E. P. Zetter, J. Cell. Biol., 99, 81A
(resumen) (1984); J. M. Wilson, D. E. Johnston, D. M. Jefferson, R. C. Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84,

4421 (1988).
3.J. Price, D. Turner, C. Cepko, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 156 (1987).

4. R. Mann, R. C. Mulligan, D. Baltimore, Cell, 33, 153 (1983); C. L. Cepko, B. E. Floberts, R. c. Mulligan,
Cell, 37, 1053 (1984); M. A. Eglitis, W. F. Anderson, Biotechniques, 6, 608 (1988).

5. S. G. Ellis, G. S. Roubin, S. B. King, J. S. Douglas, W. S. Weintraub y col., Circulation, 77, 372 (1988); L.
Schwartz, M. G. Bourassa, J. Lesperance, H. E. Aldrige, F. Kazim y col., N. Engl. J. Med., 318, 1714 (1988).

6. P. C. Block, R. K. Myler, S. Stertzer, J. T. Fallon, N. Engl. J. Med. 305, 382 (1981); P. M. Steele, J. H.
Chesebro, A. W. Stanson, Circ. Res. 57, 105 (1985); J. R. Wilentz, T. A. Sanborn, C. C. Handenschild, C. R.
Valeri, T. J. Ryan, D. P. Faxon, Circulation, 75, 636, (1987); W. McBride, R. A. Lange, L. D. Hillis, N. Engl. J.
Med., 318, 1734 (1988).

7. J. Folkman, M. Klagsbrun, Science 235, 442 (1987); S. J. Leibovich, P. J. Polverini, H. Michael Shepard, D.
M. Wiseman, V. Shively, N. Nuseir, Nature, 329, 630 (1987); J. Folkman, M. Klagsbrun, Nature 329, 671 (1987).

8. T. Matsumura, T. Yamanka, S. Hashizume, Y. Irie, K. Nitta, Japan. J. Exp. Med., 45, 377 (1975); D. G. S.
Thilo, S. Muller-Kusel, D. Heinrich, I. Kauffer, E. Weiss, Artery, 8, 25a (1980).

9. A. M. Dannenberg, M. Suga, en Methods for Studying Mononuclear Phagocytes, D. D. Adams, P. J. Edelson,
H. S. Koren, compiladores (Academic Press, Nueva York, 1981), pags. 375-395.

10. R. D. Cone, R. C. Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6349 (1984).

Se debe entender que, dentro del alcance de las reivindicaciones anejas, la invencion se puede poner en prictica de
un modo distinto al descrito especificamente en esta memoria.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 301 602 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de una secuencia de ADN o de ARN y un vehiculo para la secuencia seleccionada a partir del grupo
consistente en vectores viricos, que facilita la entrega in vivo de la secuencia a células tumorales, para la fabricacién
de un medicamento para tratar un tumor en un mamifero mediante inyeccién directa del medicamento en el tumor
o en el sitio del tumor, de modo que las células del tumor se transforman, en donde la secuencia de ADN o de
ARN es un miembro seleccionado entre el grupo consistente en secuencias de ADN o de ARN que codifican agentes
estimulantes/inhibidores del sistema inmune y del crecimiento, que incluyen inductores de la diferenciacién, tales
como agentes estimulantes que incluyen la interleucina-2, la interleucina-3, la interleucina-4, la interleucina-6, agentes
inhibidores/inductores de la diferenciacion tales como TGF-S1, TGF-82, TGF-33, interleucina-1 e interferones.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha secuencia de ADN o de ARN se obtiene a partir de
una especie que es la misma que dicho mamifero.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha secuencia de ADN o de ARN se obtiene a partir de
una especie diferente a la especie de dicho mamifero.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el vehiculo es un vector retrovirico o adenovirico.
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