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Esta tesis se ha realizado en el grupo de Terapia Génica y Viral del Laboratori de Recerca
Translacional (LRT) englobado en l'Institut d’Investigacié Biomedica de Bellvitge (IDIBELL), bajo

la direccion del Dr. Ramon Alemany Bonastre.

La memoria ha sido escrita en formato de articulos cientificos publicados y se estructura,
segun se especifica en el indice, en los siguientes apartados: Introduccion, Objetivos, Resultados
(en forma de dos articulos cientificos publicados como primer autor), Discusién general,
Conclusiones, Bibliografia y Anexos (donde se especifican los Materiales y Métodos y los
Resultados de toda la parte que no aparece en los dos articulos, y se hace referencia a los

articulos de colaboracion).

El adenocarcinoma de pancreas y el cancer de colon son una de las causas de muerte,
relacionadas con el cancer, mas comunes en los paises desarrollados. Los tratamientos
convencionales para este tipo de tumores son poco efectivos y es necesario el desarrollo de
nuevas terapias. Entre las terapias experimentales destaca la terapia con genes suicidas que
consiste en la eliminacion selectiva de las células tumorales que han sido modificadas con un
gen suicida. A pesar de los resultados esperanzadores obtenidos en la preclinica, el efecto
terapéutico de los ensayos clinicos ha sido muy reducido. Existen dos limitaciones principales
que explicarian estos resultados. En primer lugar, la baja eficiencia de transduccion de los
vectores transportadores de genes suicidas utilizados en la clinica, y en segundo lugar, la
necesidad de administrar localmente dichos vectores por un tema de seguridad.

Con tal de aumentar el nimero de células transducidas con genes suicidas en el tumor, en
esta tesis doctoral, proponemos una estrategia terapéutica novedosa basada en el
enriquecimiento de dichas células.

La modificacion de las células tumorales con un gen de resistencia a drogas y un gen suicida
permitiria enriquecer la poblacién modificada en el tumor mediante tratamiento con una droga de
seleccion. Después de esta seleccién positiva, la aplicacion de la prodroga adecuada aumentaria
la eficiencia de la terapia génica suicida per se.

En esta tesis doctoral, la prueba de concepto de esta terapia se ha realizado en un modelo
colorrectal maodificado con el marcador de seleccion DHFR y el gen suicida TK y en un modelo
de adenocarcinoma pancreatico modificado con el gen de resistencia a multidrogas MDR1 vy el
gen suicida TK. Ambas aproximaciones han demuestrado que el enriqguecimiento de las células
modificadas con genes suicidas en el tumor puede solucionar la limitacion de los bajos niveles de
transduccién tumoral, mejorando asi, la eficacia de terapia génica suicida.

Por otro lado, nos planteamos si las células madre mesenquimales (MSC) adultas o fetales,
utilizadas para dirigir genes suicidas de forma sistémica hacia el tumor, podian seleccionarse

positiva y negativamente después del tratamiento con una droga de seleccidon. A pesar de
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obtener un enriguecimiento de estas células en cocultivos con células tumorales NP18 mediante
tratamiento con docetaxel, no se observo una seleccion positiva de éstas en tumores mixtos

tratados con la droga de seleccion.

Este trabajo ha sido financiado por el Ministerio de Educacion y Ciencia BIO2005-08682-C03
y por una beca predoctoral del 2006-2009 de la Funcién Privada Institut d’Investigacié Biomédica

de Bellvitge (IDIBELL).
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AAV: Virus adenoasociados

ABC: del inglés, Adenosine triphosphate (ATP)-Binding Cassette
ADC: del inglés, adipose-derived stem cells

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

ATCC: del inglés, American Type Cell Culture

ATP: Adenosina trifosfato

BCNU: carmustina

BCRP: del inglés, Breast Cancer Resistance Protein
CD: Citosina Deaminasa

CMV: cytomegalovirus

CYP2B1: Citocromo P450 isoforma 2B1

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DHFR: dihidrofolato reductasa

DMEM: del inglés, Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO: dimetil sulfoxido

Dr: doctor

ESC: del inglés, Embryonic Stem Cell

FBS: del inglés, Fetal Bovine Serum

5-FC: 5-fluorocitosina

FCU: gen de fusién formado por la CD y la UPRT
5-FU: 5-fluorouracilo

g, mg, ng, ug: gramos, miligramos, nanogramos, microgramos
Gb3: Globotriaosilceramidas

GCV: Ganciclovir

GFP: del inglés, Green Fluorescent Protein

h: horas

hASC: del inglés, Human Adiposo Stem Cells
HBSS: del inglés, Hepes Buffered Saline Solution
hMSC: del inglés, Human Mesenchymal Stem Cells
HOXB4: del inglés, Homeobox B4

HSC: del inglés, Hematopoietic Stem Cell

HSV: del inglés, Herpes Simplex Virus

ICso: del inglés, Inhibitory Concentration 50

IL: interleuquina
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IMEM: del inglés, Iscove’s Modification Dulbecco's Medium
IRES: del inglés, Internal Ribosomal Entry Sites

kb: kilobases

[, ml, ul: litros, mililitros, microlitros

IL : interleuquinas

LB: medio Luria Bertani

LRP: del inglés, Lung Resistance Gene

M: molar

mm: milimetros

MDR: del inglés, Multidrug Resistance Gene

MGMT: del inglés, Methyl-Guanine Methyl Transferase
mMSC: del inglés, Mouse Mesenchymal Stem cell
MR: del inglés, Magnetic Resonance

MRP: del inglés, Multidrug Resistance Proteina

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetietiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
MTX: metotrexato

MSC: del inglés, Mesenchymal Stem Cell

NTR: nitroreductasa

PALA: del inglés, N-(phosphonacetyl)-L-aspartate

pb: pares de bases

PBS: del inglés, Phosphate Buffer Saline

PEG : Polietilenglicol

PET : del inglés, Positron Emission Tomography

PFA: paraformaldehido

Pgp: del inglés, P-glycoprotein

P/S: del inglés, Penicilin/Streptomicin

PSA: del inglés, Prostate Specific Antigen

rFL-MSC: : del inglés, rabbit Fetal Liver Mesenchymal Stem Cell
RFP: del inglés, Red Fluorescent Protein

RGD: Arginina-Glicina-Acido Aspartico

SB: del inglés, Sleeping Beauty

SCID: del inglés, Severe Combined Immunodeficiency
S/MAR: del inglés, Scaffold/Matrix Attachment Region
SV40: del inglés, Simian Virus 40

TAF: del inglés, Tumor Associated Fibroblasts

TK: Timidina Quinasa

TMTX: trimetrexato
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TMZ: temozolomida

TS: Timidilato Sintasa

UPRT: del inglés, Uracil Phosphoribosyltransferase
VSV-G: del inglés, Vesicular Stomatitis Virus G glycoprotein

VT: Verotoxina
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1. EL CANCER

1.1. Definicién e incidencia

El cancer es una patologia celular caracterizada por el crecimiento excesivo e incontrolado de
una célula, o de un grupo de células. La division desmesurada de esta célula se debe a la
adquisicion de una serie de cambios en su material genético que le aportan una ventaja
proliferativa respecto a las células normales.

El cancer constituye la segunda causa de mortalidad en los paises desarrollados, siendo el
responsable del 26.2% de las muertes totales (Tabla 1). A pesar de los esfuerzos y la gran
cantidad de recursos econémicos destinados a mejorar su tratamiento, el cancer causa mas de 2

millones de muertes al afio en los paises desarrollados (Tabla 1).

Principales causas de mortalidad en los paises desarrollados

Numero de % total de

Ranquing Causa de muerte muertes*  muertes
1. Enfermedades cardiovasculares 2,258 28.6
2. Cancer 2,066 26.2
3. Enfermedades cerebrovasculares 781 9.9
4. Infecciones respiratorias 345 4.4
5. Enfermedad respiratoria obstructiva crénica 297 3.8
6. Diabetis mielitus 202 2.6
7. Suicidios 126 1.6
8. Accidentes de trafico 121 1.5
9. Cirrosis 118 15
10. Otras 1577 20

Tabla 1. Principales causas de mortalidad en los paises desarrollados. Estos datos han sido extraidos a partir del
informe de la Sociedad Americana contra el Cancer publicado en el 2007. * Nimero de muertes expresado en miles.

1.2. Caracteristicas de las células tumorales

Las células tumorales se caracterizan principalmente por tener una ventaja proliferativa
respecto a las células normales. La célula tumoral en divisién esta sometida a cambios genéticos
constantes debido a su inestabilidad genética y a su deficiencia en la capacidad de reparacion
del dafio en el ADN. Esto le permite la adquisicion de las mutaciones necesarias para su
evolucion como célula tumoral. Estas mutaciones tienen lugar en tres tipos de genes celulares:
los protoncogenes o activadores del ciclo celular, los genes supresores de tumores o inhibidores

del ciclo celular y los genes de reparacion del ADN.
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2. LA QUIMIOTERAPIA CONTRA EL CANCER

El principal objetivo de las terapias contra el cancer es la eliminacion de todas las células
tumorales sin dafiar el resto de tejidos. El tratamiento de los tumores localizados se basa en la
extraccion total del tumor antes de que se produzca la metastasis. La radioterapia también es
utilizada frecuentemente en la practica clinica para el tratamiento de los tumores no metastaticos.

Una vez generadas las metastasis, la principal causa de muerte de los pacientes con

neoplasias, la quimioterapia pasa a ser la primera linea de tratamiento.

2.1. Tipos de quimioterapia

La quimioterapia se basa en la utilizacion de agentes quimicos citotdxicos o citostaticos para
destruir las células tumorales. Estos agentes afectan la maquinaria de replicacién de las células
en division y su selectividad se basa en la capacidad de las células normales en division de
reparar el dafio generado en su ADN. Existen varias familias de quimioterapicos, las mas

conocidas son;

» Los agentes alquilantes son drogas no especificas de ciclo celular que produce uniones
cruzadas en el ADN de la célula. Se utilizan para tratar la enfermedad de Hodgkin,
linfomas, leucemias cronicas y algunos carcinomas de pulmdn, mama, préstata y ovario.
Dentro de esta categoria encontramos la ciclofosfamida, mecloretamina, el cisplatino y los

derivados del gas mostaza.

» Los antimetabolitos son compuestos muy similares a los metabolitos enddégenos de la
célula e interfieren en la biosintesis de los acidos nucleicos. Se utilizan principalmente
para tratar tumores de la via digestiva, mamarios, ovaricos y linfomas. Dentro de esta
categoria encontramos el metotrexato, el 5-fluorouracilo (5-FU) y la gemcitabina.

El metotrexato (MTX) es un antagonista del 4cido félico que entra a la célula mediante
un sistema de transporte especifico y, una vez dentro, inhibe especificamente la
dihidrofolato reductasa (DHFR). Esta interaccién bloquea la sintesis de purinas y
timidilatos, inhibiendo asi la replicacion del ADN y causando la muerte de la célula. En la
clinica, el MTX s6lo o en combinacion con otros compuestos esta indicado para el
tratamiento de varios tipos de tumores, pero no se utiliza en tumores colorectales ni en
pancreéticos (Tabla 2). En una gran proporcion de los pacientes, el tratamiento con MTX
se ha asociado con mielosupresion o con toxicidad gastrointestinal. En ensayos clinicos,
la eficacia del MTX se ha visto disminuida debido a la aparicion de resistencias asociadas

a una amplificacion del gen DHFR, una reduccion del transporte de MTX o alteraciones
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intracelulares de la droga. En esta tesis, el MTX se ha utilizado para enriquecer las
células tumorales modificadas con el gen de resistencia DHFR y un gen suicida en el

modelo de cancer colorrectal humano HCT116.

» Los antibidticos antitumorales o citostaticos. Estos compuestos derivan de productos
naturales y forman complejos estables con el ADN, inhibiendo su sintesis. Se utilizan para
tratar gran variedad de tumores entre los que destacan los testiculares y las leucemias.

Dentro de este grupo encontramos la doxorubicina y la mitomicina-C.

» Los alcaloides. Son compuestos de origen vegetal que interfieren en el ciclo celular.
Dentro de este grupo encontramos los agentes antimicrotubulares que disminuyen la
cantidad de tubulina libre, blogueando asi, la mitosis. En este grupo encontramos los
vincalcaloides (vincristina y vinblastina) y los taxanos (paclitaxel y docetaxel).

El docetaxel (Taxotere) es un compuesto semisintético que proviene del arbol del tejo
(Taxus baccata). Su efecto antitumoral estd mediado por una inhibicion de la degradacion
de microtubulos, lo que produce un marcado descenso de la tubulina libre y, como
consecuencia, una parada del ciclo celular. Este compuesto quimioterapéutico esta
indicado para el tratamiento de varios tipos de tumores, pero no se utiliza ni en cancer
colorrectal ni en cancer de pancreas (Tabla 2). En numerosos ensayos clinicos se ha
observado resistencias al tratamiento debido a una sobreexpresion innata o adquirida del
gen de resistencia a drogas (MDR1). En el presente trabajo se ha utilizado el docetaxel
para enriquecer las células modificadas con el gen de resistencia MDR1 y un gen suicida

en el modelo de adenocarcinoma pancreético humano NP18.

Tipo de Tipos de tumores tratados Tipos de tumores
guimioterapia no tratados
Leucemia linfocitica aguda Céncer de colon
MTX Osteosarcoma Cancer de pancreas

Sarcoma de Ewing
Linfoma no Hoddkin
Coriocarcinoma
Cancer de mama
Céncer de pulmén
Cancer de cabeza y cuello
Cancer de estbmago

Céancer de mama Céncer de colon
Docetaxel Céncer de pulmon de célula no pequefia Céncer de pancreas
Cancer de proéstata
Adenocarcinoma gastrico
Cancer de cabeza y cuello

Tabla 2. Tumores en los que el MTX y el docetaxel son utilizados como primera linea de tratamiento y tumores en los
gue no. Los compuestos quimioterapéuticos MTX y docetaxel estan indicados para el tratamiento de un tipo de

tumores, pero no se utilizan ni en el cancer de colon ni en el cancer pancreatico.
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Para combatir esta frecuente adquisicibn de resistencias por las células tumorales,
frecuentemente, se utilizan diversos agentes quimioterapéuticos a la vez, interfiriendo asi en
diferentes vias del ciclo celular y del metabolismo de la célula tumoral. Ademas, el uso de
cocteles de quimioterapias permite administrar dosis mas bajas de cada una de ellas,

aumentando asi la eficacia antitumoral y reduciendo la toxicidad.

2.2. Resistencia a la quimioterapia

Una de las principales causas de la falta de eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos
contra el cancer es la frecuente aparicién de resistencias. Se ha de tener presente que un tumor
no esta formado por células genéticamente idénticas, ya que gracias a su inestabilidad genética
las células tumorales en division adquieren cambios genéticos constantemente. Esto significa
gue las células tumorales que componen un tumor son similares, pero no idénticas. Cuando se
trata un tumor con quimioterapia, aquellas células que son sensibles al tratamiento son
eliminadas. En cambio, las células que han adquirido una diferencia (mutacion o sobreexpresion
de un gen) que les aporta una resistencia al tratamiento poseen una ventaja selectiva frente a las
células tumorales sensibles y contintan dividiéndose. El resultado final de este proceso es un
enriguecimiento de las células resistentes dentro del tumor y la generacién de un tumor

refractario a la quimioterapia original (Figura 1).

Tumor resistente a la
guimioterapia

Tumor sensible a la Periodo de tratamiento con quimioterapia
quimioterapia

@ Células tumorales sensibles a la quimioterapia

@ Células tumorales resistentes a la quimioterapia

Figura 1. Proceso natural de resistencia a la quimioterapia. Cuando un paciente con neoplasia se trata con
quimioterapia la mayoria de las células sensibles del tumor (marcadas en rojo) mueren por efecto del tratamiento.
Durante este proceso, la presion selectiva generada por esta quimioterapia induce un enriquecimiento de las células
tumorales resistentes de forma innata o adquirida (marcadas en verde). Al final del tratamiento acaba recreciendo un
tumor formado Unicamente por células tumorales quimioresistente que acaba provocando la muerte del paciente.
Adaptada de Martinez-Quintanilla et al Human Gene Therapy 2009.

Algunos tipos de tumores, como el cancer de pulmén o el de recto, muestran una resistencia

innata, que es aquella que presenta un tumor sin contacto previo con el agente
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quimioterapéutico. Por otro lado, muchos tipos de tumores sensibles, como el cadncer de mama o
el cancer de ovario, inicialmente responden bien a la quimioterapia, pero tras el contacto con el
agente desarrollan resistencias, lo que se denomina resistencia adquirida.* Las caracteristicas
gue determinan la resistencia a la quimioterapia son la cinética de crecimiento y la aparicion de

mutaciones espontaneas.’

2.2.1. Genes de resistencia

El principal mecanismo de adquisicidn de resistencia por parte de las células tumorales es la
amplificacién o sobreexpresion de genes que codifican proteinas transportadoras de membrana
encargadas del flujo de compuestos toxicos. Este incremento del transporte de compuestos
resulta en wuna disminucibn de la concentracion intracelular de los compuestos
quimioterapéuticos.® Entre estos genes, encontramos el gen de resistencia a drogas (MDR), las
proteinas asociadas a resistencia a drogas (MRP), la proteina de resistencia a cancer de pulmon
(LRP) vy la proteina de resistencia a cancer de mama (BCRP).

Otro mecanismo de resistencia es la sobreexpresion de los propios genes diana de los
compuestos quimioterapéuticos, lo que repercute en una baja eficacia de estos tratamientos.
Entre estos genes, encontramos la dihidrofolato reductasa (DHFR) o la Timidilato Sintasa (TS),
cuya sobreexpresion inhibe el efecto del MTX y del 5-FU, respectivamente.

En esta tesis se ha utilizado el gen MDR1 y el gen DHFR para conferir una ventaja selectiva
en presencia de docetaxel o MTX, respectivamente, a las células transducidas con genes

suicidas.

2.2.1.1. Gen de resistencia a drogas (MDR1)

A pesar de los logros alcanzados en la quimioterapia antitumoral, la resistencia a los agentes
citotoxicos constituye un gran obstaculo para la curacion de los pacientes. Se han identificado
varios genes y vias metabdlicas implicadas en este fenbmeno, pero, hasta el momento, el gen
MDR1 ha sido el méas estudiado por su gran implicacion clinica en el proceso de resistencia a
gquimioterapia. Este gen codifica para la glicoproteina P (Pgp) de 170 aminoacidos que pertenece
a la superfamilia de proteinas ABC (casete de unién a la adenosina trifosfato), especializadas en
el transporte celular dependiente de energia, que participan en un amplio rango de eventos como
la expulsion de sustancias nocivas, secrecion de toxinas y movilizacion de iones y péptidos.

La Pgp es una bomba extractora que se expresa en varios tejidos humanos asociados con
funciones secretoras o de barrera. Constituye un sistema de detoxificacion natural al reconocer y
expulsar de la célula una gran variedad de sustratos (Figura 2). A pesar de su funcion natural, la

Pgp también expulsa una gran variedad de compuestos antitumorales (Tabla 3).*
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Flujo de compuestos \‘
toxicos ‘\
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BOCOO0000000/ || W/ T/ \oooos

Membrana
plasmatica
COO00O000

[OOO000000

Dominio de unién
a ATP

Sustancias
toxicas

Producto
génico

Gen de
resistencia

MDR1 PGP

Sustrato

Docetaxel
Paclitaxel
Vincristina
Vinblastina
Doxorrubicina
Etopésido
Topotecan
Mitomicina C
Irinotecan

Figura 2. Mecanismo de accion de la glicoproteina
P (P-gp). En esta imagen se muestra la funcién de
la P-gp en una célula normal. Esta bomba de flujo
se encuentra en la membrana plasmatica de las
células, se activa mediante la hidrdlisis de una
molécula de ATP e induce la salida de las moléculas
téxicas fuera de la célula. Adaptado de Sorrentino et

al. Nature Review 2002.

Inhibidor No sustrato
Verapamilo Cisplatino
Dexverapamilo Carboplatino

Nifedipina MTX
Quinidina 5-FU
Trifluoperazinas Gemcitabina

Tamoxifeno Ciclofosfamida
Progesterona Carmustina
Cefoperazone Bleomicina
Ciclosporina A
Valspodar
Tariquidar

Tabla 3. Principales sustratos e inhibidores de la Pgp. En la dltima columna se enumeran los compuestos

guimioterapéuticos que no interaccionan con la Pgp y que pueden ser utilizados para el tratamiento de tumores que

sobreexpresan el gen MDRL1.

Se conoce que los tejidos con funciones secretoras o de barrera como el colon, rifion o

pancreas tienen una alta expresion del gen MDR1. Por lo tanto, los tumores originados en estos

organos, pueden presentar resistencia innata a la quimioterapia debida a esta sobreexpresion

(Tabla 4).°
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Expresion del gen MDR1 en tumores humanos antes de ser tratados con quimioterapia

Alta expresion del gen MDR1

Céancer de colon

Tabla 4. Expresion del gen MDR1

Ocasionalmente alta Expresion baja o ausente en tumores humanos antes del
expresion del gen MDR1 del gen MDR1 . L. .
tratamiento con quimioterapia. De

Adenocarcinoma renal Neuroblastoma Cancer de mama
Carcinoma pancreético Leucemia linfoblastica Cancer de pulmén Fernandez et al. Revista Cubana
Carcinoma pulmonar de células Leucemia mieloblastica Melanoma de Oncologia 1998.
pequefias neurosecretor Linfomas no hodgkinianos Céncer de préstata
Hepatoma Leucemia linfoide cronica Carcinoma ovarico
Astrocitoma Céancer de cabeza y cuello
Mieloma mdltiple Cancer de es6fago

Carcinoma gastrico
Leucemia mieloide crénica
Carcinoma vesical
Mesotelioma
Sarcomas
Timoma
Carcinoma tiroideo

Tumor de Wilms

Entre los tumores que tienen una expresion del gen MDR1 baja o ausente antes del
tratamiento con quimioterapia, se encuentran algunos tumores sensibles a la quimioterapia como
el tumor de Wilms, otros tumores que adquieren resistencia a quimioterapia por sobreexpresion
del gen MDR1 después del tratamiento, como el cancer de mama, el carcinoma ovarico o la
leucemia mieloide cronica (Tabla 5), y otros tumores como el melanoma, que a pesar de no
observarse una sobreexpresion de la Pgp después del tratamiento, adquiere resistencia a
diversos tipos de quimioterapia por otros mecanismos. Algunos grupos han postulado que la
sobreexpresion de la Pgp inducida por el tratamiento con quimioterapia podria ser utilizada como
un factor prondstico, pero los resultados obtenidos de estos estudios han generado cierta

controversia.®®

Tipos de tumores con alta expresion del gen MDR1

después del tratamiento con quimioterapia

Linfomas no hodgkinianos
Leucemia linfoblastica
Mieloma mdltiple
Leucemia linfoide
Neuroblastoma
Céncer de mama
Carcinoma ovarico

Leucemia mieloide cronica

Tabla 5. Tipos de tumores que sobreexpresan el gen MDR1 después del tratamiento con quimioterapia. Ciertos
tumores, como el cancer de mama, el carcinoma ovarico y la leucemia mieloide crénica (marcados en negrita)
muestran una expresion baja o ausente del gen MDR1 antes de administrar la quimioterapia (Tabla 4) y una
sobreexpresion del mismo después del tratamiento. Estos tumores tienen especial relevancia ya que a pesar de
responder inicialmente al tratamiento con quimioterapia adquieren resistencia y recrecen de forma mas agresiva

induciendo, en muchos casos, la muerte del paciente. De Fernandez et al. Revista Cubana de Oncologia 1998.
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A pesar de su frecuente adquisicién de resistencias debido a la sobreexpresion del gen
MDR1, los taxanos son quimioterapias de primera linea en el tratamiento del cancer de mama

metastatico® y del carcinoma de ovario avanzado™.

2.2.1.2. Ladihidrofolato reductasa (DHFR)

La DHFR es una enzima celular que regenera el tetrafolato necesario para la sintesis de
nucleétidos. La DHFR puede ser inhibida por el agente quimioterapéutico MTX, bloqueando asi,
la sintesis de purinas, timidilatos y ciertos aminoacidos. En los afios 80, se descubrié que la
amplificacién del gen DHFR, la propia diana del MTX, y la consecuente sobreexpresion de la
enzima, es el principal mecanismo de adquisicion de resistencia a esta quimioterapia.'* El
fendmeno de amplificacién del gen DHFR también se ha observado en pacientes con tumores
después del tratamiento con MTX.*? Se han descrito mutaciones que disminuyen la afinidad de
union del DHFR al MTX y que estan implicadas en fenémenos de resistencia.”® ** El gen de la
DHFR con la doble mutacién Phe22-Ser31 ha sido utilizado como gen de seleccion para

amplificar la poblacion diana en estudios de transferencia génica.'®

2.2.1.3. Otras proteinas de resistencia a drogas (MRP, LRP y BCRP)

Las proteinas asociadas a resistencia a drogas (MRP), son una familia de transportadores
celulares que se localizan en la membrana plasmatica, formando parte de los transportadores
ABC, y en el reticulo endoplasmatico. Esto indica que pueden actuar tanto en la expulsién de
drogas fuera de la célula como en el secuestro intracelular de éstas en vesiculas
citoplasmaticas.*® *” Debido a su capacidad para transportar moléculas cargadas negativamente,
la sobreexpresioén de estas proteinas se ha relacionado con resistencia a MTX!' y a cisplatino®®
1% También se ha detectado resistencia a irinotecan, mitoxantrona, antraciclinas, alcaloides de la
vinca y doxorrubicina.?’ Mientras su eficiencia para transportar este tipo de compuestos es mayor
que la Pgp, su afinidad para los taxanos es mucho menor %.

La proteina de resistencia a cancer de pulmén (LRP) parece estar implicada en la regulacion
del transporte de farmacos entre ndcleo y citoplasma, y entre éste y el interior de las vesiculas
citoplasmaticas.?* La transferencia del gen LRP por si sola no es suficiente para conferir
resistencia a drogas. Aln asi, in vitro se ha demostrado su implicacion en la resistencia a
adriamicina, vincristina y taxol.

La proteina de resistencia a cancer de mama (BCRP) funciona como un transportador ABC y
su expresion confiere una elevada resistencia a las antraciclinas y a los inhibidores de la
topoisomerasa | (topotecan), pero no parece afectar a los taxanos, alcaloides de la vinca ni al

cisplatino.® %2
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2.2.2. Inhibidores de las proteinas de resistencia

La aparicion de resistencias a la quimioterapia es un fendmeno frecuente en los pacientes
con cancer y repercute en la eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos convencionales.
Esta limitacién ha llevado a la busqueda de estrategias para evitar estas resistencias.? ?* Debido
a su gran repercusion clinica, la mayoria de esfuerzos se han destinado a la busqueda de
mecanismos para inhibir la resistencia mediada por la Pgp.

La forma mas simple de combatir el mecanismo de resistencia de la Pgp es la utilizacién de
antineoplasicos que no sean sustratos de esta proteina (Tabla 3). A pesar de ello, muchos de
estos compuestos sélo son eficaces en algunos tipos de tumores.

La otra opcion para combatir el fenédmeno de resistencia mediado por la Pgp es la utilizacion
de moduladores especificos de esta proteina (Tabla 3). Entre los inhibidores de la primera

generaciéon destacan:

= Bloqueantes de los canales de calcio como el verapamilo o la nifedipina

= Inmunosupresores como la ciclosporina A%

El verapamilo es el inhibidor de la pGP mas utilizado en la clinica. A pesar de ello, la dosis
necesaria para conseguir un efecto terapéutico es cardiotéxica en pacientes. Para disminuir esta
toxicidad se generaron una segunda generacion de moduladores de la P-gp, entre los que
encontramos el dexverapamilo (derivado del verapamilo) y el valspodar (derivado de la
ciclosporina D). Estos compuestos tienen una actividad inhibitoria superior a sus predecesores?®,
menos efectos toxicos y han sido probados en la clinica®’. A pesar de estas mejoras, estos
compuestos igual que sus predecesores, interaccionan inespecificamente con enzimas celulares
como el citocromo P450, lo que produce cierta toxicidad.* Para solucionar esta limitacion, se ha
disefiado una tercera generacion de inhibidores con mas afinidad y selectividad por la Pgp. Estos
compuestos, a diferencia de los anteriores, no compiten con el sustrato de la Pgp, sino que
inhiben especificamente la actividad ATPasa de la Pgp.®® Uno de los compuestos mas
prometedores de este grupo es el tariquidar (XR9576) que, recientemente, ha mostrado

resultados esperanzadores en la clinica.?
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3. LA TERAPIA GENICA CONTRA EL CANCER

La definicion clasica de terapia génica es el uso de material genético como agente
terapéutico. En las Ultimas décadas, esta terapia ha sido optimizada gracias a los avances en la
biologia molecular del tumor y a la mejora de los vectores virales y no virales utilizados para la
transferencia del ADN. Esta transferencia puede ser ex vivo, cuando las células que se quieren
modificar se manipulan fuera del paciente, o in vivo, cuando la modificacion genética se realiza

directamente, sin necesidad de extraer las células diana del organismo.

3.1. Vectores de transferencia génica estable

La terapia génica se basa en la utilizacion de vehiculos, cominmente llamados vectores, que
permiten la transferencia de genes exdégenos a las células diana. En las Ultimas décadas se han
desarrollado diversos tipos de vectores de transferencia que han sido clasificados en dos
grandes categorias: vectores virales y vectores no virales. Nuestra finalidad es utilizar los
vectores de transferencia para obtener una expresion estable de los genes de interés en las
células diana. Por este motivo, en el siguiente apartado nos centraremos basicamente en los

vectores que permiten una transferencia génica estable.

3.1.1. Vectores virales

Una caracteristica comun de todos los virus es el transporte de sus propios genes de una
célula a otra. Por este motivo, los virus han sido de gran utilidad en los procesos de transferencia
de genes terapéuticos. El avance en la virologia ha permitido el disefio de virus modificados para
su uso como vectores de transferencia. Esta estrategia consiste en la sustitucién de los genes
virales necesarios para la replicacion del virus por el gen terapéutico, manteniendo su capacidad
infectiva y eliminando su capacidad replicativa. Debido a su incapacidad de replicacion, estos
vectores virales han de ser producidos en lineas celulares empaquetadoras que complementan
las proteinas necesarias para su replicacion. Los vectores virales que permiten una transferencia
génica estable son aquellos que derivan de los retrovirus, lentivirus y adenoasociados. Cada uno

de ellos presenta ventajas e inconvenientes, detalladas en la Tabla 6.
3.1.1.1. Vectores retrovirales
Los retrovirus son virus de ARN de doble cadena que tienen la capacidad de integrar su
material genético dentro del genoma de la célula infectada. El genoma del retrovirus se divide en

dos regiones:
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= Secuencias control: Situadas en los extremos del genoma retroviral y necesarias para
las etapas tempranas del ciclo viral, tales como, la iniciacion de la transcripcion inversa
del ARN viral, la integracion del ADNc resultante, la replicacion viral y la encapsidacion
del ARN viral.

= Genes estructurales (gag, pol y env): Situados en la zona central del genoma retroviral y

encargados de codificar los componentes estructurales de la progenie viral.

Esta disposicion modular facilita la obtencién de vectores en los que se sustituye los genes
estructurales por el gen terapéutico. Debido a la ausencia de los genes estructurales, el ciclo
infectivo no puede llevarse a cabo. Esta restriccion impide la formacién de nuevas particulas
infectivas, evitando asi, la diseminacién de retrovirus recombinantes. Estos vectores se utilizan
en patologias donde se necesita una expresion prolongada del gen terapéutico. Su inconveniente
es la activacion de protoncogenes o la represion de genes supresores de tumores debido a la
mutagénesis insercional.*

La produccion de los vectores retrovirales se basa en la construccion de un vector retroviral
gendmico (VRG) que consiste en la clonacion del ADN del vector retroviral en un plasmido
bacteriano. La produccion se realiza mediante la transfeccion del VRG en lineas celulares que
complementan en trans las proteinas producidas por los genes estructurales gag, pol y env.

Existen dos estrategias a seguir:

1) Produccion estable de retrovirus recombinante a partir de la linea celular empaquetadora
PA317 que expresan de forma constitutiva las proteinas gag, pol y env. De forma simplificada,
esta linea celular se generé a partir de la transfeccion estable en NIH3T3 de un genoma retroviral

al que se le habia deleccionado todos los genes requeridos para la replicacion viral.*

2) Produccién transitoria de retrovirus recombinante utilizando la linea 293 Phoenix. Esta
linea se generd mediante la doble transfeccion estable en 293T (linea celular human de rifién
embrionario transformada con el gen Ela del adenovirus y el antigeno T del virus del simio 40)*
de un plasmido que expresaba los genes gag-pol con el marcador de seleccién a higromicina y
de otro que expresa el gen env con el marcador de seleccion de la toxina diftérica. Existen varios
tipos de 293 Phoenix (ecotroficas o anfotréficas), segin el gen de la proteina env que expresan.
Asi pues, segun el tipo de 293 Phoenix utilizado, la envuelta del virus originado variara, dando
lugar a virus ecotroficos, capaces de infectar una gran variedad de células de rata y ratén, o virus
amfotroficos, capaces de infectar todo tipo de células de mamifero. Esta linea permite la

obtencidn de altos titulos virales en pocos dias mediante la transfeccion del VRG.
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3.1.1.2. Vectores lentivirales

Los lentivirus son un tipo de retrovirus mas complejo que poseen unos genes responsables
del control de la transcripcion y del transporte del ARN viral del nacleo al citoplasma. Gracias a
estos genes los lentivirus pueden transportar de forma activa el ADN viral al ndcleo de la célula
infectada a través de los poros nucleares, permitiendo la transduccion de células quiescentes.
Los vectores lentivirales, al igual que los retrovirales, se generan sustituyendo los genes
estructurales gag, pol y env por el gen terapéutico. En este caso, estos vectores se producen de
forma transitoria mediante la cotransfeccién de un pldsmido con la secuencia del vector lentiviral,

otro con los genes estructurales gag y pol y un tercero con el gen env en la linea celular 293T.

3.1.1.3. Vectores adenoasociados

Los virus adenoasociados (VAA) son virus de ADN de cadena sencilla que necesitan la
coinfeccion con adenovirus o virus del herpes simple para iniciar su ciclo de replicacion viral.
Ademas, la replicacion del genoma del AAV y la formacion de particulas virales requiere de la
presencia de los genes estructurales rep, que codifica una replicasa, y cap, cuyo producto es la
proteina de la cépside. Estos virus infectan todo tipo de células y, generalmente, integran su
material genético en el brazo largo del cromosoma 19.*® Esta integracién especifica permite la
expresion estable del transgén y evita el riesgo de mutacion insercional de los vectores virales
enunciados anteriormente. Los vectores basados en los VAA se originan sustituyendo los genes
rep y cap, implicados en la replicacion del virus, por el gen terapéutico.

La producciéon de los vectores VAA se realiza en una linea celular empaquetadora que
expresa de forma estable los genes rep y cap. Para ello, se transfecta un pladsmido que contiene
el ADN del vector VAA y otro plasmido que aporta los genes adenovirales indispensables para la
replicacion del VAA. La mayor desventaja de estos vectores es su ineficacia para transportar

genes terapéuticos de un tamafio superior a las 4.7 quilobases.

Vector viral Ventajas Inconvenientes
Retrovirus No induce inmunidad No transducen células quiescentes
Biologia bien estudiada Posibilidad de mutacién insercional
Lentivirus Infectan todo tipo de células Baja eficiencia de empaquetamiento en

vectores con genes de gran tamafio

Adenoasociados Pueden infectar células quiescentes Incapacidad de transportar genes de gran
Sitio de integracion especifico tamafio
Produccion ineficaz

Tabla 6. Ventajas e inconvenientes de los principales vectores virales de transferencia génica estable.
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3.1.2. Vectores no virales

Los vectores no virales son considerados una alternativa a los vectores virales. Existen una
gran variedad de vectores no virales entre los que encontramos sistemas tan diversos como la
electroporacion, los liposomas o los plasmidos episomales. En general, estas técnicas ofrecen
seguridad, permiten transfectar células quiescentes y son sistemas relativamente sencillos.

Existen tres ventajas principales comunes para todos estos vectores:

= La baja respuesta inmunoldgica que permite su administracion repetida
= La posibilidad de transportar genes terapéuticos de gran tamafio

= La produccion a gran escala

La principal desventaja de los vectores no virales es su baja eficiencia de transfeccion in vitro
e in vivo, debido a la carencia de mecanismo especializado de internalizacion del ADN como en
el caso de los virus. En el caso de los vectores no virales, el ADN tiene que llegar a la célula
diana, sobrepasando las barreras extracelulares, internalizarse en la célula y transportarse al
nicleo.® Para ello, se pueden utilizar diversas moléculas coadyuvantes que facilitan la
internalizacién del ADN a las células, tales como lipidos o ligandos que se unen especificamente
a receptores de la membrana celular. A continuacion nos centraremos en los vectores no virales

de transferencia génica estable mas utilizados.

3.1.2.1. Sistemas basados en particulas

Estos sistemas se pueden dividir en tres grandes grupos dependiendo de si el ADN se
combina con polimeros catiénicos (poliplexos), lipidos (lipoplexos) o nanoparticulas coloidales
(nanoplexos). Estos sistemas reducen el tamafio y la carga de la molécula de ADN,
protegiéndolo de la degradacién durante el proceso de transporte (nucleasas séricas) y
facilitando la entrada del material terapéutico dentro de la célula. Se basan, principalmente, en la
interaccion electrostatica entre el transportador cargado positivamente y el ADN cargado
negativamente. Una vez formado el complejo, éste es atraido hacia la membrana celular cargada

negativamente e introducido a la célula por endocitosis.

Lipoplexos

Los liposomas catidnicos son utilizados en terapia génica para recubrir el ADN terapéutico,
protegiéndolo asi de las nucleasas séricas y facilitando su entrada en el citoplasma de la célula
diana. Esta estrategia ha sido utilizada para transportar citoquinas proinflamatorias® o genes

suicidas®® mediante la administracién intratumoral en modelos animales. La combinaciéon de
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lipoplexos con polietilenglicol ha sido utilizada de forma sistémica para ayudar a estabilizar el
complejo.®” Otra combinacién interesante, en este caso para potenciar el efecto terapéutico, ha
sido la transferencia de genes quimiosensibilizadores (ARN antisentido del gen HER-2) o
radiosensibilizadores (p53) mediante lipoplexos combinada con quimioterapia o radioterapia,

respectivamente.®® 3°

Nanoplexos

Esta técnica se basa en la proteccion del ADN mediante nanoesferas o nanocapsulas. Estas
nanoparticulas pueden estar formadas por gelatina® o proteinas como la albimina* o el
chitosan®®. La incorporacion del ligando avp3 en un complejo formado por nanoparticulas y
lipidos cati6nicos ha permitido dirigir selectivamente esta estructura hacia la vasculatura
tumoral.*® El transporte de la forma mutada del gen Raf-1 mediante estas nanoparticulas
modificadas ha permitido la eliminacion de los tumores primarios y las metéstasis en un modelo

animal.* %

3.1.2.2. Sistemas basados en plasmidos episomales

Un episoma es un elemento génico independiente que se mantiene dentro de la célula en
forma de plasmido como un elemento extracromosomal. Los episomas transportan toda la
informacidén necesaria para su propia replicacién, lo que significa, que una vez se introducen
dentro de una célula puede generar copias de si mismo sin necesidad de integrarse en un

cromosoma.

El plasmido episomal pEPI-1

El plasmido pEPI-1 es un plasmido episomal de 6.7 quilobases que contiene un origen de
replicacién eucariota bajo un promotor potente (SV40) y regiones humanas de anclaje a la matriz
nuclear (S/MAR) necesarias para la replicacion extracromosomica y la segregacion a las células
hijas.*® Para poderlo estudiar, este plasmido contiene un gen reportero (GFP) bajo el promotor
constitutivo del citomegalovirus (CMV) (Figura 3). Se ha comprobado que las secuencias S/IMAR
interacciona de forma especifica con la matriz nuclear y con elementos estructurales de los
cromosomas como son las histonas.*’ Este vector se mantiene de forma estable dentro de una
célula en ausencia de presion selectiva.”® Este sistema de transferencia génica no viral ha sido
utilizado para modificar génicamente fetos de cerdo con un gen reportero. Los resultados
confirman la presencia episomal del plasmido y muestran una alta expresiéon del transgén en la

mitad de los animales tratados.*°
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Figura 3. Mapa del pEPI-1. Este plasmido episomal
contiene un origen de replicacién eucariota bajo el
promotor del virus del simio 40 (SV40), la region
humana de anclaje a la matriz nuclear SIMAR y el gen
de la GFP bajo el promotor del citomegalovirus (CMV).
De Schaarschmidt et al. EMBO 2004.

Neo/Kan  SV40 ori

En esta Tesis se ha utilizado el plasmido episomal pEPI-DHFR/TK para generar una linea

tumoral de HCT116 que expresase de forma estable la proteina de fusién DHFR/TK.

3.1.2.3. Sistemas basados en transposones

Los transposones y las secuencias de insercion son elementos genéticos moviles que se
integran en los cromosomas Yy, cada cierto tiempo, se transfieren del genoma de una célula a
otra, lo que se denomina transposicion. Se han encontrado transposones de ADN activos en el
genoma de invertebrados y plantas, pero es muy raro encontrarlos en vertebrados,
especialmente en mamiferos. A pesar de ello, el genoma de los vertebrados contiene
transposones remanentes inactivos que no son capaces de transponerse debido a la
acumulacion de mutaciones. Se ha descubierto que los transposones ademas de llevar el gen de
la transposasa, necesaria para el proceso de transposicién, también pueden transportar genes

no relacionados con este proceso, como el gen de resistencia a multidrogas MDR1.*°

El transposdn Sleeping beauty

A finales de los afios 90 se reconstituyd por mutagénesis un transposén de ADN activo en
vertebrados a partir de la secuencia de un transposén silente de la familia del Tc1 presente en el
genoma del salmén. A este transposén se le denominé Sleeping Beauty.”* Este elemento génico
consiste en una secuencia de repeticiones invertidas terminales, a izquierda y derecha, (IRDR),
de unas 340 pares de bases, que flanquean una secuencia de ADN, que puede ser sustituida por
un gen de interés. El sistema consiste en la transferencia especifica de este constructo desde un
plasmido donador hacia un cromosoma celular. La excision del transposoén del pldsmido donador
y la integracion dentro del cromosoma es mediada por la transposasa Sleeping Beauty, que
puede ser transportada por el transposon o aportada a la célula mediante la transferencia de su
ARNmMm. El transposoén se integra de forma semialeatoria en las secuencias de dinucleétidos TA

de los cromosomas. A pesar de ello, las evidencias no indican riesgo de mutacion insercional.*
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Este proceso permite la expresion prolongada del transgén de interés, incluso en células con
replicacion activa como las células tumorales, evadiendo la repuesta inmune que se produce
frecuentemente en el caso de los vectores virales.”® Aunque la eficacia de transposicion
disminuye con el aumento del tamafio del inserto®, el transposén Sleeping Beauty es capaz de
transportar insertos de mas de 10Kb. Este sistema es un excelente candidato para la terapia
génica del cancer y ha sido testado recientemente para transferir genes suicidas a las células

tumorales in vitro.>®

3.2. Terapia con genes suicidas

La quimioterapia se utiliza, frecuentemente, en combinacién con cirugia y con radioterapia en
el tratamiento de los tumores malignos. Desafortunadamente, su poca especificidad restringe su
utilizaciéon a una dosis limitante, muchas veces poco efectiva en pacientes. Si le afladimos la
frecuente aparicion de resistencias, esto plantea la necesidad de buscar nuevas estrategias
terapéuticas. En estas Ultimas décadas han aparecido diversas estrategias para aumentar la
selectividad de la quimioterapia contra el cancer, entre las que encontramos la terapia con genes
suicidas.

La terapia génica suicida es una parte de la terapia génica del cancer que se basa en la
transferencia de un gen suicida dentro de las células tumorales para poderlas eliminar de forma
selectiva. En la mayoria de los casos, estos genes suicidas codifican enzimas que no estan
presentes en los mamiferos, garantizando asi su selectividad. La expresion de estas enzimas
dentro de una célula es necesaria y suficiente para convertir una prodroga inocua en un
metabolito altamente toxico para la célula. Al igual que la quimioterapia convencional, la prodroga
es administrada sistémicamente, pero so6lo tendra su efecto toxico en las células que hayan
incorporado el gen suicida. Esta selectividad es la principal ventaja de este tipo de terapia en
comparacion con la quimioterapia convencional.

Esta terapia esta compuesta de dos etapas. La primera se basa en dirigir y expresar el gen
suicida dentro de las células tumorales mediante vectores de transferencia génica. La segunda
etapa consiste en la administracién sistémica de la prodroga que serA metabolizada
selectivamente por la enzima exégena en las células tumorales, dando lugar a una sustancia
citotoxica y a la muerte sucesiva de la célula diana (Figura 4). Este efecto antitumoral puede
incrementarse gracias al efecto colateral o bystander effect. El efecto colateral se define como un
mecanismo de amplificacion del efecto citopatico a partir de la transferencia de los metabolitos
toxicos de una célula que expresa el gen suicida a una célula adyacente que no lo expresa,
induciéndole su muerte. EI mecanismo de transferencia de estos compuestos toxicos a las
células vecinas depende de la permeabilidad de estos metabolitos. Asi pues, los metabolitos

permeables como el 5-FU, generado a partir del 5-FC, viajan de una célula a otra a través de las
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membranas celulares por difusion pasiva. En cambio, los metabolitos impermeables, como las
purinas o pirimidinas fosforiladas, no difunden a través de las membranas celulares y necesitan
contactos célula-célula o uniones intercelulares gap para que se produzca el efecto colateral.*
Ha sido postulado otro mecanismo de transferencia de metabolitos toxicos que consiste en la

endocitosis de fragmentos de células apoptéticas cargados de metabolitos.

__
Vector de

expresion con
el gen suicida

Efecto colateral

Metabolito

A

— Enzima Gen suicida \ Metabolitos .
— ) suicida

NIINE IOXICOS

leu5|on pasiva

] CELULA TUMORAL
CELULA TUMORAL ADYACENTE

Figura 4. Mecanismo de accion de la terapia con genes suicidas. En primer lugar, la célula tumoral ha se ser
transducida con un vector de expresién que transporte un gen suicida. Una vez se ha sintetizado la enzima suicida se
administra sistémicamente una prodroga, inocua para el organismo. La enzima suicida exdégena es capaz de convertir
esta prodroga en una sustancia toxica que induce la muerte de la célula tumoral. Estos metabolitos toxicos se pueden
transferir de una célula tumoral que expresa el gen suicida a una célula tumoral adyacente que no lo expresa por
difusién pasiva o mediante las uniones intercelulares gap, causando asi, la muerte de la célula tumoral vecina (efecto

colateral).

Hasta ahora hemos estado hablando del efecto colateral a corta distancia. Existe otro
mecanismo de amplificacion del efecto tdxico de la terapia génica suicida que estd mediado por
el sistema inmune y se denomina efecto colateral a distancia. En este efecto intervienen tres

factores inmunologicos:

» Lainmunogenicidad de los vectores. La expresion de antigenos virales o bacterianos
en las células tumorales puede estimular el sistema inmune del paciente, produciendo el
reclutamiento y la activacion de células inmunes efectoras, contribuyendo a combatir el
microambiente inmunosupresor que se genera habitualmente en los tumores.”®*® Sin
embargo, el desarrollo de una respuesta inmune contra proteinas expresadas en el vector

de transferencia génica puede condicionar negativamente la eficiencia de posteriores
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readministraciones de la terapia, debido a la destruccién o la neutralizacién de los

vectores de transferencia antes de que alcancen el tejido diana.

» Lainmunogenicidad de las enzimas suicidas exdgenas. La naturaleza inmunogénica
de las enzimas provenientes de otras especies puede tener efectos positivos al inducir

una respuesta inmune en el tumor o negativos al neutralizar la enzima suicida.

» La induccién de la inmunidad una vez eliminadas las células transducidas con el
gen suicida. Algunos grupos han documentado regresiones tumorales en ratones
inmunocompetentes con mas de un tumor donde sélo uno de ellos habia sido transducido
con un gen suicida.”*®* En relacién con estos resultados, estudios demuestran que las
células que se mueren por efecto de la terapia suicida pueden activar la respuesta
inmune mediada por los asesinos naturales (NK) y los linfocitos T.>* ® Este efecto
beneficioso se denomina efecto colateral a distancia® e incrementa el efecto antitumoral

de la terapia génica suicida.

El sistema suicida méas estudiado hasta el momento es la combinacién del gen suicida
Timidina Quinasa del virus del Herpes simple tipo 1 (HSV-TK) y la prodroga ganciclovir (GCV).
Aln asi, existen otros sistemas suicidas como la citosina deaminasa (CD) combinada con la 5-
fluorocitosina (CD/5-FC), el gen de fusion citosina deaminasa-uracil fosforibosil transferasa
combinado con el 5-FC (FCU/5-FC), la nitroreductasa combinada con el CB1954 (NTR/ CB1954)
o0 el citocromo P450 2B1 combinado con la ifosfamida o la ciclofosfamida (CYP2B1/IFO o CPA).

En la Tabla 7 se detallan las principales caracteristicas de estos sistemas suicidas.

3.2.1. El sistema Timidina Quinasa/Ganciclovir (TK/GCV)

El primer sistema suicida desarrollado como estrategia contra el cancer y el mas utilizado
hasta el momento es el sistema TK/GCV. EIl gen de la TK proviene del virus Herpes simple y la
prodroga GCV es ampliamente utilizada para el tratamiento de infecciones causadas por este
tipo de virus.

Para una buena eficiencia del sistema TK/GCV se necesita una expresién estable del gen
suicida dentro de la célula tumoral y la presencia de uniones intercelulares gap, que permiten la
generacion del efecto colateral. Este sistema ha sido extensamente estudiado tanto in vitro como
in vivo para el tratamiento de enfermedades neoplasicas. Ademas, una de las ventajas de este
sistema suicida es la deteccion del gen de la TK mediante tomografia de emision de positrones
(PET)®, lo que permite la monitorizacion del gen terapéutico in vivo mediante un método de

imagen no invasivo.
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Gen
Timidina Quinasa (TK)
Citosina Deaminasa (CD)
Citosina Deaminasa/Uracil

fosforibosil transferasa (FCU)
Nitroreductasa (NTR)

Citocromo P450 2B1 (CYP2
B1)

Carboxilesterasa (CE)

B-glucosidasa (linamarasa)

Carboxipeptidasa Al

Origen

Virus Herpes
simple (HSV)

E. coli
S. cerevisiae

E. coli
S. cerevisiae

E. coli

Rata, humano
y conejo

Conejoy
humano

Planta de la
Cassava

Humano y rata

Prodroga

Ganciclovir
(GCV)

Fluorocitosina
(5-FC)
Fluorocitosina
(5-FC)

CB 1954

Ciclofosfamida
Ifosfamida
Irinotecan,

capecitabina y

placlitaxel-2-
etilcarbonatado

Linamarina

Péptidos
metotretaxatos

Metabolito téxico
Ganciclovir
trifosforilado (GCV-TP)
Fluorouracil (5-FU)
Fluorouracil (5-FU)

5-(Aziridin-1-yl)-4-
hydroxylamino-2-
nitrobenzamide

Mostaza fosforamida

SN-38, 5-FU, Paclitaxel

Cianida

Metotrexato

Mecanismo de accién

Bloqueo de la sintesis de
ADN

Inhibicion de la sintesis de
ADN y ARN

Inhibicion de la sintesis de
ADN y ARN

Uniones cruzada en el ADN

Uniones cruzada en el ADN

Bloqueo de la sintesis de
ADN mediante la inhibicion
especifica de la
topoisomerasa | del ADN

Bloqueo de la cadena
respiratoria mitocondrial

Uniones cruzada en el ADN

Dependencia
ciclo celular
Si
Si
Si

No

No

Si

No

No

Mecanismo del

efecto adyacente

Uniones gap
Difusion pasiva
Difusion pasiva

Difusion pasiva

Difusion pasiva

Difusion pasiva

Difusion pasiva

Difusion pasiva

Tabla 7. Principales sistemas suicidas. En esta tabla se muestran los sistemas suicidas mas utilizados hasta el momento y sus caracteristicas principales.
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3.2.1.1. Fundamento y mecanismo de accidn

La enzima HSV-TK, gracias a su baja especificidad, es capaz de fosforilar, ademas de su

sustrato natural (2'deoxyguanosina), analogos de nucleésidos como el GCV (Figura 5).%*

2" deoxyguanosine ganciclovir ) ) )
ox OH Figura 5. Estructura quimica del nucledsido
.y 4 2'deoxyguanosina y de su analogo ganciclovir (GCV). De
/Ji‘- . | \> Fillat et al. 2003 Current Gene Therapy.
HNG, N

HO

La HSV-TK cataliza la primera fosforilacién y el resto de fosforilaciones se realizan por las
qguinasas celulares guanilato quinasa y fosfoglicerato quinasa (Figura 6). Debido a su alta
analogia con el nucleésido endogeno trifosfato, el GCV trifosforilado se comporta como un
sustrato de la ADN polimerasa. Al carecer del grupo hidroxilo en la posicién 3’ del anillo
desoxiribosa, la enzima encargada de la sintesis de ADN no puede catalizar la union fosfodiéster
con el siguiente nucledtido, y esto lleva a inhibicion de la proliferacion celular y/o la muerte por
apoptosis.®

Una vez el GCV trifosforilado ha inducido la muerte de la célula transducida con el gen de la
TK, este metabolito toxico puede propagarse a las células vecinas no transducidas con el gen

suicida mediante las uniones gap, produciendo el ya mencionado efecto colateral.

I
xSy Prodroga GCV

N
HOH:C‘(:H-O—J‘:»: Figura 6. Ruta metabdlica del GCV. El gen de
HOH,C la TK del virus del Herpes Simple es la
responsable de la primera fosforilacion del
GCV-P GCV. Las otras dos fosforilaciones son
Guanilato quinasa mediadas por quinasas celulares. Adaptada
GCV-PP de Fillat et al. 2003 Current Gene Therapy.

|
Fosfoglicerato quinasa

(I

OH OH OHHORC . o—lH; Metabolito téxico

I | .
HO= P~ 0—P= 0—P— 0—HC
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3.2.1.2. Aumento de la eficacia

El objetivo de la terapia con genes suicidas mediada por el gen de la HSV-TK es inducir un
efecto citotoxico en la célula diana tumoral mediante la expresion exogena de la HSV-TK y la
administracion sistémica de GCV. El sistema TK/GCV ha demostrado su capacidad de erradicar
tumores en modelos preclinicos®. Aun asi, el efecto terapéutico obtenido en los ensayos clinicos
ha sido muy reducido (ver apartado 3.3. experiencia clinica de la terapia con genes suicidas). Por
este motivo, numerosos grupos estan trabajando en diferentes estrategias para mejorar la

eficacia terapéutica de este sistema suicida.

» Mejora de la eficiencia de transducciéon de los vectores transportadores. Se ha
demostrado que la modificacion de los vectores adenovirales con pequefios motivos
peptidicos como el Arg-Gly-Asp (RGD) o el pK7 mejora su eficiencia de transduccion.®

El uso del motivo peptidico pK7 en la fibra adenoviral mejora la unién a heparan sulfatos y

permite cuadruplicar la transduccion de células de musculo esquelético in vivo.®® En

cambio, el motivo RGD promueve la uniéon a integrinas, altamente expresadas en
tumores. La presencia de este motivo en la fibra adenoviral duplica la eficiencia de
transduccién del adenovirus salvaje en un modelo murino con tumores subcutdneos de
cancer de ovario.®” Una vez se finalicen los estudios de bioseguridad, se ha programado
un estudio piloto en pacientes con carcinoma de ovario para probar la aplicacién local de

un adenovirus con la modificacion RGD.®°

» Selecciéon de mutantes del gen HSV-TK. El mutante SR39 ha mostrado una selectividad
aumentado por el GCV con una IC50 casi 300 veces inferior a la enzima natural.”® Este
aumento en la afinidad por el GCV permite la regresién de los tumores con dosis de GCV

diez veces inferiores a las utilizadas normalmente.”

» Mejoras en el efecto colateral. Como ya se ha comentado, el efecto colateral del
sistema TK/GCV es dependiente de la presencia de uniones gap en las células diana.
Existen ciertos tipos de tumores, como los carcinomas colorectales, con una expresion
muy baja de uniones gap.”* Para solucionar este problema se ha explorado diversas

opciones entre las que encontramos:

= Incorporacion de dominios de transduccion de proteina (tat o VP22) en el gen de

la TK para permitir la difusion pasiva de la proteina entre célula-célula.” "
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= Coexpresion de la conexina 43, principal componente de las uniones gap, junto

con el gen de la TK, para facilitar la formacion de este tipo de uniones.’

» Estimulacién farmacolégica de la expresién de las conexinas implicadas en las
uniones gap. Destacamos los compuestos n-butirato” y hidroxiurea’ y las drogas

apigenina y lovastatina’’.

» Combinacién con otras terapias. Para aumentar su eficacia, el gen de la TK se ha
combinado con endostatinas (inhibidores de la angiogénesis)’®, con otros genes suicidas
como la CD”®, el CYP2B1® o la Guanilato Quinasa®', con citoquinas como la IL2% o la

IL12%, con radiosensibilizadores® y con quimioterapicos como la gemcitabina®.

Todas las mejoras enunciadas anteriormente se basan en incrementar la llegada de los
genes suicidas a las células tumorales o en aumentar el efecto colateral. En la presente tesis,
pretendemos aumentar la eficacia de la terapia génica suicida enriqueciendo el niumero de

células que expresan un gen suicida después de la transduccion del tumor.
3.2.2. El sistema Citosina Deaminasa/ 5-fluorocitosina (CD/5-FC)

El sistema (CD/5-FC), al igual que el sistema TK/GCV, se basa en la produccién de un
analogo toéxico de los nucledtidos. La enzima CD de Escherichia Coli (E.Coli) convierte la
prodroga fluorocitosina (5-FC) en el metabolito toxico fluorouracil (5-FU), que inhibe la enzima
timidilato sintasa, bloqueando asi, la sintesis de ADN y ARN y induciendo la muerte celular por
apoptosis.®® El efecto colateral del sistema CD/5-FC es independiente de las uniones célula-
célula debido a la habilidad del compuesto téxico 5-FU de difundir pasivamente entre células.®’
Gracias a su gran efecto colateral, este sistema ha demostrado eficacia in vitro e in vivo en
modelos tumorales.®® Ademas, los ensayos clinicos realizados en pacientes han confirmado que

el tratamiento es seguro y bien tolerado.®

3.2.3. El sistema CD-uracil fosforibosiltransferasa fusionado/5-FC (FCU/5-FC)

El gen FCU% es un gen sintético formado por la fusiéon del gen CD y el gen de la uracil
fosforibosil transferasa (UPRT) de E.Coli, implicado en la formacion de pirimidinas. La CD
convierte el 5-FC en 5-FU y el UPRT fosforila este 5-FU dando lugar a los metabolitos tdxicos
que inducen la muerte de la célula (Figura 7). La combinacion de estos dos genes ha mostrado

|90

un gran efecto colateral local®® y a distancia®* que permite aumentar la actividad antitumoral del
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sistema CD/5-FC®. La seguridad y la eficacia de este sistema han sido confirmadas en varios

estudios preclinicos.?%*

Ruta metabdlica del FC

CD UPRT

~~ N 7\

-F F -FUMP
>FC >FU >FU 5-FdUMP

5-FUTP

Figura 7. Ruta metabdlica del 5-FC. El 5-FC es convertido a 5-FU por la CD y, a su vez, la UPRT fosforila el 5-FU a 5-
Fluorouracilmonofosfato (5-FUMP). Este 5-FUMP originado da lugar de forma directa a sus metabolitos toxicos 5-

Fluorodeoxiuracilmonofosfato (5-FdUMP) y 5-Fluorouraciltrifosfato (5-FUTP).

3.2.4. El sistema Nitroreductasa/CB1954 (NTR/CB1954)

La enzima NTR de E.Coli B, codificada por el gen nfsB, es capaz de convertir el agente
alquilante CB1954 en un agente citotdxico que genera uniones cruzadas en el ADN gendmico e
induce la muerte celular por apoptosis. Una de las ventajas del sistema NTR/CB1954 es que, a
diferencia de los sistemas mencionados anteriormente, no depende de ciclo celular para inducir
su toxicidad.”® Este sistema ha demostrado un gran efecto colateral en ausencia de uniones
intercelulares, tanto in vitro® como in vivo®. Para incrementar su potencia se han generado
mutantes (F124K) con una eficiencia superior para activar la CB1954.%® Igual que los otros
sistemas suicidas, éste presenta un efecto colateral a distancia mediado por el sistema inmune.
Para potenciar este efecto, se han generado vectores que combinan el gen nfsB con un gen
estimulador del sistema inmune como el GM-CSF.*

Hasta el momento, los resultados de los dos ensayos clinicos realizados en pacientes han
mostrado seguridad y han confirmado la presencia y la expresion del transgén en las células

tumorales (ver apartado 3.3. experiencia clinica con genes suicidas).
3.2.5. El sistema citocromo P450 2B1/fosfamida (CYP2B1/IFO o CPA)

La proteina citocromo P450 2B1 es una enzima humana que se expresa mayoritariamente en
el higado y tiene la funcion de metabolizar sustancias téxicas, tanto endégenas como exdgenas.
Esta enzima es la isoforma més activa de la familia CYP y es capaz de convertir los compuestos
quimioterapéuticos isofosfamida (IFO) o ciclofosfamida (CPA) en sus metabolitos téxicos, cuya
vida media es muy corta. Esta terapia génica suicida permite incrementar el efecto citotéxico en

la proximidad del tumor, reduciendo la dosis de prodroga y la toxicidad sistémica asociada.
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Al igual que el sistema NTR/CB1954, este sistema es independiente de ciclo celular ya que
los metabolitos toxicos generan uniones cruzadas en el ADN genomico, induciendo la muerte
celular por apoptosis.’® Numerosos estudios han demostrado la eficacia terapéutica in vivo del

|102

sistema CYP2B1/CPA® '° y |a presencia de un potente efecto colateral® que no requiere

uniones célula-célula®.

3.3. Experiencia clinica de la terapia con genes suicidas

Hasta el momento, el sistema suicida més utilizado en los ensayos clinicos de terapia génica
ha sido el sistema TK/GCV. En la Ultima década se han llevado a cabo diversos ensayos clinicos
de fase | (ensayo de seguridad), Il (ensayo de seguridad y eficacia terapéutica en un Unico
centro) y Il (ensayo de seguridad y eficacia terapéutica multicéntrico) utilizando la administracion
localizada de diversos vectores para transferir el gen suicida a diferentes tipos de tumores. En la
Tabla 8 se enumeran los ensayos clinicos con genes suicidas mas relevantes. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en estos ensayos clinicos, se puede concluir que es factible
transferir y expresar un gen suicida en una gran variedad de tumores mediante diversos tipos de
vectores. En ninguno de los ensayos clinicos de bioseguridad se ha observado dosis limitantes ni
efectos adversos importantes después del tratamiento. Aun asi, algunos efectos adversos leves
han sido relacionados con los vectores virales utilizados. Los ensayos clinicos de eficacia han
mostrado que la gran mayoria de los pacientes no obtienen ningun beneficio después del
tratamiento con genes suicidas.’®'%® Sin embargo, en algunos casos se ha observado

107

disminucion de marcadores tumorales, como el antigeno especifico de préstata™™‘, retraso en la

d105, 108

progresion de la enfermeda , algunas respuestas clinicas parciales comparadas con el

tratamiento estandar'%® °

y en muy pocos caso respuestas totales™! relacionadas
exclusivamente con la terapia génica suicida. Los primeros ensayos clinicos con genes suicidas
se realizaron con vectores retrovirales. A pesar de la gran experiencia con este tipo de vectores,
en estos Ultimos afios, se han utilizado mayoritariamente los vectores adenovirales debido a su
mayor eficacia de transduccion.'™® Aln asi, esta eficiencia de transduccion sigue siendo muy
limitada y son necesarias nuevas aproximaciones destinadas a aumentar los niveles de
transduccioén, requisito indispensable para obtener resultados significativos la en clinica. Para
incrementar la eficacia de la terapia génica suicida, ésta se ha combinado con cirugia*®, con

199 o con radioterapia®**.

citoquinas estimuladoras del sistema inmune (IL-2)

La via de administracion de los genes suicidas de todos los ensayos clinicos realizados hasta
el momento ha sido localizada (intratumoral o intraperitoneal, principalmente), incluso en
pacientes con tumores diseminados. La Unica aproximacion de administracion sistémica de los
vectores con genes suicidas fue en el 2001 por Lohr y colaboradores.'® A pesar de ello, esta

administracién fue por angiografia localizada en las arterias que alimentan el tumor primario del
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pancreas (arteria pancreatoduodenal, la arteria dorsal pancreatica o la arteria gastroduodenal
que pasa por la cabeza del pancreas).® Todavia no se ha realizado ningin ensayo clinico
mediante la administracion sistémica generalizada de vectores que expresen genes suicidas.
Esta aproximacion es un requisito indispensable para el tratamiento efectivo de los tumores

metastaticos.
3.4. Limitaciones de la terapia génica suicida
Principalmente, en la terapia génica suicida existen tres limitaciones:

> El bajo nivel de transduccién de las células tumorales en los pacientes.'” Se ha
comprobado que gracias al efecto colateral y la respuesta inmune antitumoral indirecta no

es necesario la transduccion de todas las células del tumor para poder eliminarlo**

, pero
se considera necesario un nivel minimo de transduccion del 10% de las células tumorales
para observar regresiones tumorales.’*” 1 Los vectores utilizados hasta el momento no
permiten obtener proporciones de transduccion tan altas en pacientes.’™® Ademas, la
poca transduccion que se consigue es muy heterogénea dentro del tumor*? y entre

pacientes de un mismo ensayo clinico?°.

Para paliar esta limitacion, en los ultimos afios, se han disefiado virus oncoliticos
genéticamente modificados (adenovirus, virus del herpes simple y reovirus) portadores de
genes suicidas. A pesar de no existir sinergismo, estos virus combinan la eficacia de la

viroterapia en si con la eficacia de la terapia génica suicida.*?*

» La llegada de los genes suicidas a las células tumorales. Esta limitaciébn se ha
resuelto mediante la inyeccion local de los vectores suicidas. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que la principal causa de mortalidad de los pacientes con enfermedad
neoplasica no es el tumor primario sino las metastasis diseminadas. Por este motivo, es
muy importante mejorar la biodistribucién y la selectividad de los vectores hacia las
células tumorales, asi como mantener su seguridad, para su futura aplicacién sistémica
en pacientes. Para mejorar la biodistribucién de los vectores, hay que tener en cuenta su
biodisponiblidad, altamente dependiente de la irrigacion de los tumores, y el tropismo del
vector por tejidos distintos del tejido diana (por ejemplo, el tropismo de los adenovirus
hacia el higado). En el tratamiento de metastasis hepéticas, el 6rgano diana es el higado.
Cabria esperar que un buen candidato para el tratamiento de las metastasis hepéticas
pudiera ser el adenovirus, pero esta estrategia no seria correcta ya que el tejido diana

son las lesiones tumorales hepaticas y no el parénquima hepatico.
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Fase Clinica

Tumor

Vector

Sistema Suicida

Via Administraciéon

Referencia

Fase I/ll Glioblastoma Células productoras de retrovirus TK/IGCV Intratumoral (Ram, Culver et al. 1997)™
) Células productoras de retrovirus Inyeccion local después de 123
Fase I/ll Glioblastoma TK/IGCV » . (Klatzmann, Valery et al. 1998)
(M11) la resecacion quirurgica
Fase | Céancer de Prostata Adenovirus TKIGCV Intraprostatico (Herman, Adler et al. 1999)™*
Fase | Céancer de Mama Plasmido CD/5-FC Intratumoral (Pandha, Martin et al. 1999)89
) ) ) Inyeccion local después de 125
Fase Il Glioblastoma Células productoras de retrovirus TKIGCV y o (Shand, Weber et al. 1999)
la resecacién quirtrgica
Fase | Cancer cerebral Adenovirus TKIGCV Intratumoral (Trask, Trask et al. 2000)™°
Fase IlI Glioblastoma Retrovirus TKIGCV Intratumoral (Rainov 2000)™
Fase | Céncer de ovario Adenovirus TK/IGCV Intraperitoneal (Alvarez, Gomez-Navarro et al. 2000)™
Fase I/ll Céncer de Pancreas Células alogénicas modificadas P450/isofosfamida Angiografia selectiva (Lohr, Hoffmeyer et al. 2001)™°
Fase Il Céncer de Colon metastasico Adenovirus TK/IGCV Intratumoral (Sung, Yeh et al. 2001)™"
| ) ) Intraperitoneal después de 128
Fase I/ll Céncer de ovario Adenovirus TK/GCV + topotecan y o (Hasenburg, Tong et al. 2001)
la resecacién quirtrgica
Fase | Cancer de préstata Adenovirus CD-TK/5-FC+vGCV Intraprostatico (Freytag, Stricker et al. 2003)™
. . Inyeccion local después de . 113
Fase I/ll Glioblastoma Adenovirus TK/IGCV » o (Immonen, Vapalahti et al. 2004)
la resecacién quirtrgica
Fase | Cancer de higado Adenovirus NTR/CB1954 Intratumoral (Palmer, Mautner et al. 2004)™°
Fase Il Mesotelioma pleural Adenovirus TK/IGCV Intrapleural (Sterman, Recio et al. 2005)™
Fase I/ll Glioblastoma Células productoras de retrovirus TKI/GCV + IL-2 Intratumoral (Colombo, Barzon et al. 2005)™
Fase | Céancer de mama o melanoma Retrovirus P450/ciclofosfamida Intratumoral (Braybrooke, Slade et al. 2005)™"
Fase I/l Retinoblastoma Adenovirus TK/IGCV Intravitreo (Chevez-Barrios, Chintagumpala et al. 2005)
Fase | Céncer de préstata Adenovirus CD-TKg30/5-FC+VGCV Intraprostatico (Freytal, Movsas et al. 2007)™
Fase | Cancer de préstata Adenovirus TKIGCV Intraprostatico (Nasu, Saika et al. 2007)™’
Fase | Cancer de proéstata Adenovirus CD-TKg30/5-FC+VGCV Intrraprostatico (Barton, Stricker et al. 2008)™*
Fase /Il Cancer de préstata Adenovirus NTR/CB1954 Intraprostatico (Patel, Young et al. 2009)™

Tabla 8. Principales ensayos clinicos realizados con genes suicidas ordenados segun el afio de publicacion.
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Para abordar el problema de la selectividad, desde hace muchos afios, se estan usando
distintos promotores especificos de tumor o de tejido, como el del antigeno
carcinomaembrionario, el del antigeno especifico de préstata o el de la a-fetoproteina, para

restringir la expresion de los genes terapéuticos a las células tumorales.*®*

» Labiodistribuciéon de la prodroga. La prodroga, al ser administrada sistémicamente, ha
de distribuirse por todo el organismo y sobrepasar las barreras del sistema capilar tumoral
para poder llegar a las células tumorales transducidas con el gen suicida. En el caso de
los tumores cerebrales, es necesario que ademas la prodroga pueda superar la barrera
hematoencefalica. Atendiendo a los resultados de los ensayos clinicos realizados parece

gue la biodistribucion sistémica de las prodrogas utilizadas no supone una gran limitacion.

Otras limitaciones podrian ser la resistencia adquirida a la prodroga por parte de las células
transducidas con el gen suicida, el bajo efecto colateral debido a la falta de uniones gap en
algunos tipos de tumores’ y la alta proporcion de células tumorales que no estan dividiéndose y
que, por lo tanto, son insensibles al efecto de algunos sistemas suicidas como el TK/GCV o el
CD/5-FC.

En esta tesis nos proponemos aumentar el nimero de células tumorales modificadas con
genes suicidas, la principal limitacion de la terapia suicida, mediante la seleccién positiva de las
células modificadas en el tumor. Para ello, las células tumorales modificadas con un gen suicida
(TK) fueron transducidas con un gen de seleccién a drogas (DHFR o MDR1). Dicho gen confiere
una ventaja selectiva a las células modificadas con el gen suicida y permite la seleccién de estas
células frente a las células tumorales sin modificar, en presencia de una droga de seleccion.
Partiendo de tumores con una pequefia proporcién de células transducidas, este enriquecimiento

permite mejorar la terapia génica suicida.™ **®

Para mejorar la llegada de los genes suicidas a las células tumorales por via sistémica
proponemos el uso de las células madre mesenquimales (MSC). En los ultimos afios se ha
demostrado que estas células presentan un tropismo por las regiones de inflamacion**® y por el
parénquima tumoral®® **®, En este trabajo se han utilizado MSC de origen fetal por presentar una
alta tasa replicativa in vitro. Dichas células modificadas con el gen de seleccion MDR1 y el gen
suicida FCU han mostrado una repoblacién eficiente de las células tumorales en presencia de

una droga de seleccion.
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4. MECANISMOS PARA SELECCIONAR UNA POBLACION CELULAR

En el apartado anterior hemos mencionado que la mayor limitacion de la terapia con genes
suicidas es la baja eficiencia de transferencia génica. Una estrategia para abordar esta limitacion
es seleccionar positivamente las células portadoras de los genes suicidas dentro del tumor.
Existen varias aproximaciones para enriquecer una poblacién modificada genéticamente in vivo,
entre las que remarcamos la competicion celular y la seleccidon con genes de resistencia a

drogas.

4.1. La competencia celular como estrategia de enriquecimiento

La posibilidad de que las células de un organismo multicelular pudiesen competir entre ellas
se postuld, por primera vez, hace mas de un siglo. En concreto, fue en 1888, cuando Wilhelm
Roux propuso la idea de la lucha celular por la supervivencia durante el desarrollo de un
organismo. El doctor Roux transfirid la teoria de Charles Darwin de la lucha por la existencia a la
lucha entre células o entre tejidos celulares. En concreto, él se refirid a los procesos patoldgicos
en los que las células de un tejido invaden otros. Esta idea caus6 mucha controversia ya que,
hasta el momento, se pensaba que las células de un organismo multicelular més que luchar
cooperaban entre ellas. Aflos mas tarde, Santiago Ramoén y Cajal volvio a refrescar esta idea. En
sus estudios sobre la estructura del sistema nervioso, sugirié que durante la neurogénesis, las
neuronas competian por el espacio y los nutrientes, idea que fue corroborada por la doctora Rita

Levy-Montalcini tras el descubrimiento de los factores de crecimiento a mediados del siglo XX.*%’

4.1.1. Competencia entre células normales y células con una desventaja proliferativa

Las células requieren sefiales de sus vecinas para sobrevivir, promoviendo asi la
cooperacion.”® El problema surge cuando los factores de crecimiento o el espacio requeridos
para la supervivencia celular son limitados. En este escenario algunas células han de morir para
gue otras puedan sobrevivir y esta muerte puede producirse mediante una competicién activa. La
primera evidencia de competicion entre células se obtuvo en un experimento en Drosophila
donde se mezclaron células normales y células con el metabolismo celular disminuido debido a
una mutacion en los genes ribosomales (Minutes). La monitorizacion del crecimiento de las dos
poblaciones a lo largo del tiempo mostr6 un aumento en el numero de las células normales
ligado con una disminucion progresiva del nimero de células Minutes, sin un aumento del
namero total de células del tejido.™*® Esto indicaba que las células normales habian crecido a

expensas de la muerte por apoptosis de las células Minutes (Figura 8).'*°
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Figura 8. La competicion celular entre células normales y células con una desventaja proliferativa. Las células con una
desventaja proliferativa (azules) son viables cuando estan rodeadas de células con el mismo genotipo (A). Sin
embargo, cuando estas células entran en contacto con células normales (rojas) se genera una competicion celular. En
este proceso, las células normales inducen la apoptosis de las células con una desventaja proliferativa y acaban

colonizando todo el territorio (B). Adaptado de Moreno et al. Nature Reviews 2008.

En general, cualquier mutacion que reduzca el metabolismo celular puede originar una
competicion celular entre las células normales y las células mutadas. Esto resulta en una victoria
de las células normales sobre las células mutadas, que a pesar de ser viables en ausencia de
células normales, acaban siendo eliminadas después de la competicion celular.*** El fenémeno
de competicién celular, inicialmente observado en Drosophila, también ha sido documentado en
raton.**? Otras evidencias sugieren que los patrones aleatorios de proliferacion y apoptosis que
se observan normalmente durante el desarrollo embrionario en mamiferos no son mas que el
inicio de una continua lucha entre las células por colonizar los tejidos.*** Esta situacion es muy
probable que también ocurra durante la renovacion de los tejidos adultos, donde el espacio es

limitado.

Hasta el momento hemos hablado de una competicion celular iniciada por una limitacion de
factores de crecimiento o de espacio. Algunos estudios muestran que la competicion celular
también se puede originar en un escenario con factores de crecimiento ilimitados. En este caso,
las células comparan sus respectivos niveles de factores intracelulares mediante las uniones

célula-célula e inducen la apoptosis de las células menos eficientes (Figura 9).**3

Otro ejemplo de este proceso es la competencia que se genera en los nichos de células
madre del epitelio colénico para regular el balance entre la renovacion de las células madre y la
diferenciacion. Igual que en el caso anterior, las células madre menos preparadas se acaban
muriendo, mientras que las mas preparadas siguen dividiéndose.'* De esta forma, la
competicion celular actia como un mecanismo fisiolégico de control de calidad de las células de
un tejido, maximizando asfi su eficacia.**® Esta lucha celular podria ser utilizada terapéuticamente

para combatir procesos como la degeneracion funcional.
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Figura 9. La competicion celular programada como mecanismo de seleccion de las células mas preparadas dentro de
una poblacién celular. La seleccion celular en una poblacion con factores de crecimiento limitados. En este escenario,
s6lo aquellas células que pueden captar los niveles suficientes de factores de crecimiento podran sobrevivir (A). La
seleccion celular en una poblacion donde todas las células tienen suficientes factores de crecimiento para sobrevivir. A
pesar de la abundancia de factores de crecimiento, no todas las células estan igualmente preparadas. Las células méas
competitivas envian sefiales de muerte a las otras células. En esta situacion, las células menos preparadas, que
podrian sobrevivir por si solas, son eliminadas por la presencia de unas células mas competitivas (B). Adaptado de
Moreno et al. Experimental Cell Research 2005.

4.1.2. Competencia entre células con una ventaja proliferativa y células normales

La competicion celular no so6lo se produce entre células normales y células con una
desventaja proliferativa. En estos ultimos afios, se ha propuesto que los oncogenes de la familia
myc confieren una ventaja proliferativa y pueden transformar las células en supercompetidores
capaces de expandirse mediante la induccion de la apoptosis de las células normales de
alrededor, en un proceso donde el nimero de células se mantiene inalterado y no hay cambios
visibles en el tejido.'*® El resultado final de este proceso es un enriquecimiento de las células
mas competentes (seleccidn positiva). La generacién de poblaciones supercompetidoras se ha
relacionado con procesos patologicos durante los cuales células de una regidon empiezan a
invadir el territorio ocupado por otra poblacion. Recientemente, se ha especulado que la
competicion celular puede estar implicada en los primeros estadios del cancer.*® %’ Las células
tumorales compiten por el espacio, los nutrientes y los factores de crecimiento. El aspecto mas
sorprendente de este proceso es que el crecimiento de las células con una ventaja proliferativa
va acompafado de la muerte por apoptosis de las células vecinas. Si se inhibe la apoptosis de
las células normales las células supercompetidoras no pueden expandirse. Para utilizar este

conocimiento en el tratamiento contra el céancer, se han sugerido terapias basadas en la
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inhibicion de la ventaja proliferativa de las células supercompetidoras o en la inhibicion de la

apoptosis de las células normales de alrededor del tumor.**

4.1.3. Competencia entre células tumorales

Los tumores estan compuestos por células tumorales genéticamente heterogéneas. Esta
variabilidad genética permite que el tumor se adapte a las condiciones del medio en cada
momento. Cuando se le aplica un estimulo externo al tumor, se genera una competicion celular
entre las células tumorales que promueve la seleccion y la sobreproliferacion de las mas
competentes y la muerte del resto de células tumorales.**® Como ya se comentd anteriormente,
el tratamiento de los tumores con una droga de seleccién induce la muerte de las células
sensibles y la seleccién natural de las resistentes, que acaban colonizando todo el tumor. Asi
pues, el tratamiento con dicha droga genera una presion selectiva que enriquece las células
resistentes dentro del tumor.

En esta tesis, sugerimos la utilizacion de la competicion celular como terapia antitumoral.
Todas las células neoplasicas que forman un tumor pueden ser consideradas supercompetentes
porgue tienen una ventaja proliferativa respecto a las células normales. Nosotros planteamos
conferir una ventaja selectiva afiadida a una poblacion de células del tumor para que asi pueda
competir y reemplazar el resto de células tumorales. Para ello, se han utilizado los genes de
resistencia a drogas MDR1 y DHFR. Sin el tratamiento con la droga de seleccion, no se origina la
competicion celular y la proporcion entre las dos poblaciones tumorales se mantiene constantes
a lo largo del tiempo. Sin embargo, la presencia de la droga de seleccion favorece a la poblacion
tumoral modificada que va reemplazando el resto de células tumorales a medida que van
muriendo. En este caso, el tratamiento con dicha droga decanta la balanza hacia las células

modificadas para ganar la competicién celular.

4.1.4. Competencia entre células tumorales y células madre

Los tumores son entidades muy complejas donde conviven células neoplasicas, macréfagos,
células endoteliales, linfocitos, fibroblastos asociados a tumor (TAF) y pericitos. Las células que
forman el estroma tumoral son reclutadas por las células tumorales y proporcionan los
componentes necesarios para la supervivencia del tumor.**® La proporcion de cada tipo de
células dentro del tumor varia dependiendo del tipo de cancer. Asi pues, en el cancer de
pancreas mas del 50% del tumor estéd formado por estructuras fibréticas. Se ha demostrado que
las células madre mesenquimales (MSC) son reclutadas por el tumor, donde proliferan y se
diferencian a células endoteliales, pericitos y fibroblastos asociados a tumor que participan en la

formacion de estructuras fibrovasculares de soporte.**°

33



INTRODUCCION

En esta tesis, sugerimos utilizar las MSC como competidoras de las células tumorales. Las
células tumorales poseen una tasa proliferativa superior a la de las MSC. Por este motivo,
modificamos las MSC con el gen de resistencia a multidrogas MDR1 para aportarles una ventaja

proliferativa respecto a las células tumorales en presencia de la droga de seleccion.

4.2. Los genes de seleccidn

Como ya hemos remarcado anteriormente, la mayor limitacién de la terapia génica es la baja
eficacia de transferencia génica de los vectores utilizados hasta el momento. La
inmunodeficiencia severa combinada ligada al cromosoma X (SCID-XI) es una enfermedad
caracterizada por una deficiencia en los linfocitos T.**° En un estudio clinico realizado por
Cavazzana-Calvo y colaboradores se observa una repoblacién casi completa del sistema
mieloide después de la infusién de una pequefia proporcion de precursores hematopoyéticos
modificados con el gen terapéutico. Estos resultados clinicos tan esperanzadores se explicaron
por una ventaja selectiva in vivo de los linfocitos modificados respecto a los causantes de la
enfermedad. Esta seleccion positiva de las células portadoras, asociada a la presencia del gen
terapéutico, también se observo en la correccién fenotipica de la inmunodeficiencia severa
combinada para la adenosina deaminasa (ADA-SCID)."! En este ultimo caso, las células que
habian incorporado la correccion tenian una ventaja selectiva en presencia de dosis bajas de
quimioterapia no mieloablativa y acabaron desplazando las células deficientes causantes de la
enfermedad.”™ Estos resultados sugieren que la aportacion de una ventaja selectiva puede ser
un método eficiente para aumentar la poblacion de células transducidas in vivo.
Desafortunadamente, la mayoria de genes terapéuticos no confieren una ventaja selectiva a las
células modificadas.

Una primera aproximacion para conseguir niveles terapéuticos de células corregidas con
genes que no confieran una ventaja selectiva es la transferencia de genes que aporten una
ventaja proliferativa selectiva a las células modificadas con el gen terapéutico. La sobreexpresion
del gen homeobox B4 (HOXB4) ha mostrado una induccion del crecimiento de los precursores
hematopoyéticos sin comprometer la diferenciacién ni la cantidad de células totales en un
modelo de transplante murino.*** >3 Mas recientemente, la funcién de HOXB4 ha sido estudiada
en un modelo clinico de transplante de primates no humanos donde se demostré la expansion y
la repoblacién de los progenitores hematopoyéticos modificadas después del transplante. Aun
asi, esta repoblacion fue transitoria y el efecto se fue diluyendo con el tiempo.***

La aproximacion mas utilizada hasta el momento para seleccionar las células transducidas in
vivo es la incorporacion de genes de resistencia a drogas.'* Los genes de seleccién o genes de
resistencia a drogas son genes que confieren resistencia a compuestos dafiinos para la célula.

En presencia de estos compuestos toxicos, las células que son resistentes tienen una ventaja
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proliferativa respecto a las células no resistentes. Los sistemas de resistencia a drogas se
caracterizaron inicialmente en cultivos de células de mamifero como un sistema de seleccion y
amplificacién de poblaciones celulares de interés. Estos genes de resistencia han sido y siguen
siendo de uso rutinario en los laboratorios de biologia celular para seleccionar poblaciones
celulares modificadas con un transgén. Dichos genes también también han sido ampliamente

utilizados en los procesos de proteccion de la médula 6sea a las altas dosis de quimioterapia.**
4.2.1. La quimioproteccion

Desde hace varias décadas, los genes de resistencia a drogas, considerados el mayor
obstaculo para tener éxito en el tratamiento contra el cancer, han sido utilizados como una
herramienta de terapia génica contra el cancer. En este campo, los genes de quimioresistencia
MDR1 y DHFR han sido los mas utilizados para proteger el sistema hematopoyético de la
mielosupresion inducida por las altas dosis de quimioterapia.’*® Estudios realizados en modelos
animales han demostrado que es posible conferir resistencia a altas dosis de MTX con sdlo un
1% de células madre hematopoyéticas (HSC) portadores del gen DHFR.™ Esto es debido a una
seleccion positiva de las células modificadas durante el tratamiento.™® La quimioterapia induce la
muerte de las células hematopoyéticas del receptor y las células resistentes del donante acaban
repoblando toda la médula ésea (Figura 10). Ademas, se ha demostrado que este
enriquecimiento puede ser conseguido con tratamientos de sélo 3 dias con MTX.'™® Esta
seleccion positiva también se ha evidenciado en un modelo de perro donde se transplantaron
HSC modificados con el gen MDR1 para proteger la médula ésea de los efectos toxicos de los
taxoles.'®

Esta estrategia ha sido utilizada en un ensayo clinico de transplante de médula ésea donde
se ha corroborado el enriquecimiento de los precursores hematopoyéticos modificados después

del tratamiento con quimioterapia.*®

Estudios realizados por Bunting y colaboradores muestran que las HSC transducidas con el
gen MDRL1 presentan una ventaja proliferativa incluso en ausencia de la droga de seleccion.®?
En estudios de repoblacion competitiva se ha demostrado que estas células modificadas no sélo
tienen la habilidad de repoblar la medula 6sea después de ser administradas en un modelo
animal irradiado letalmente, sino que también tienen la capacidad de competir y desplazar las
células madre no modificadas.'®® El mecanismo mediante el cual el gen MDR1 promueve la
expansion de las HSC in vivo no esta claro, pero Bunting y colaboradores sugieren que puede
estar relacionado con la funcion de la Pgp y con la redistribucion de un sustrato critico para estas

células.'®
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Figura 10. Seleccion in vivo de células madre hematopoyéticas (HSC). La transduccion de las células madre con un
vector que transporta un gen de resistencia a drogas permite el enriquecimiento de las células madre genéticamente
modificadas. Antes del tratamiento, una gran minoria de células contiene y expresa el gen de resistencia a drogas
(células azules). El tratamiento con quimioterapia resulta en una muerte de las células no transducidas (células rosas)
y una ventaja selectiva de las células resistentes. Después del tratamiento, encontramos un aumento en el niumero de
células madre transducidas que conlleva un aumento en el nimero de células portadoras del vector en sangre
periférica. Este proceso de seleccion in vivo de las HSC mediante la utilizacion de vectores que expresan el gen MDR1

o el gen DHFR ha sido documentado en varios modelos animales. Adaptado de Sorrentino et al. Nature Reviews 2002.

4.2.2. Seleccidén positiva de células modificadas con genes suicidas

La quimioproteccion demuestra la posibilidad de enriquecer in vivo una poblacion celular que
posee una ventaja selectiva.'®* *** Como medida de seguridad se han disefiado vectores que
coexpresan el gen MDR1, que confiere una seleccién positiva en presencia de varias drogas de
seleccién, y un gen suicida, que permite eliminar estas células en el caso que se vuelvan
malignas.*®® Siguiendo esta linea, el Dr. Bertino y colaboradores demostraron que una proteina
de fusién formada por un gen de resistencia a drogas (DHFR) y un gen suicida (TK) mantenia la
actividad de las dos proteinas y que los niveles de expresion de estas proteinas aumentaban
después de la administracion de trimetrexato (TMTX), un andalogo del MTX.'®" La sobreexpresion
del gen de la TK fusionado con un gen de seleccion después de la administracion de TMTX
sugeria la posibilidad de aumentar los niveles de expresion del gen suicida dentro de un tumor.*®®

Estos resultados nos llevaron a la idea de modificar una poblacién de células tumorales con
una construccion similar a la utilizada por Bertino y colaboradores. Esta poblacion en presencia

de MTX tendra una ventaja selectiva y acabara desplazando las otras células tumorales. Una vez
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enriquecido el tumor con la poblacion modificada, la prodroga GCV eliminara las células

DHFR/TK y el resto de células tumorales mediante el efecto colateral.

El estudio realizado por Sorrentino y colaboradores sobre el impacto de la expresion del gen
MDR1 en las HSC ha sido de gran relevancia en el campo de la seleccion positiva in vivo. Su
trabajo ha demostrado que las HSC modificadas con el gen MDR1 se expanden y colonizan la
médula dsea de forma competitiva en presencia de una droga de seleccién.™®® %4

Para utilizar esta propiedad del gen MDR1, la segunda parte de esta tesis se basa en
modificar una poblacién de células tumorales con el gen MDR1 y el gen de la TK. El tratamiento

con docetaxel inducird la seleccion positiva de las células modificadas y la posterior

administracion de GCV permitir4 la eliminacion completa del tumor gracias al efecto colateral
(Figura 11).

Prodroga
Tratamiento con la
droga de seleccion

Terapia suicida

(Seleccion o B
negativa) Eliminacion

del tumor

Seleccion
positiva

@ Células tumorales sensibles a la droga de seleccion
@ Células tumorales con una resistencia natural a la droga de seleccion
@ Células modificadas con un gen de resistencia a la droga de seleccion y un gen suicida

Figura 11. Seleccion positiva de células modificadas con genes suicidas. Esta estrategia consiste en modificar una
pequefia proporcion de células del tumor con un gen de resistencia a drogas y con un gen suicida a la vez (marcadas
en verde). Antes de tratar un tumor parcialmente sensible a la droga de selecion podemos encontrar células sensibles
(marcadas en rojo) y células que tienen una resistencia innata o que durante el tratamiento adquiriran resistencia a
este compuesto (marcadas en gris). Durante el tratamiento, las células tumorales sensibles mueren y tanto las células
resistentes a la droga de seleccién de forma natural como las células modificadas genéticamente se van enriqueciendo
en el tumor. Al final de este proceso de seleccién positiva, tenemos un tumor completamente resistente formado por
las dos poblaciones y donde la proporcidon de células modificadas con genes suicidas es mucho mayor a la inicial
(seleccién positiva). La aplicacion de la prodroga adecuada y el efecto colateral permitird la eliminacion completa del

tumor (seleccion negativa).
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5. LAS CELULAS MADRE

Una célula madre es una célula indiferenciada que tiene la capacidad de replicarse

indefinidamente y diferenciarse, bajo las condiciones apropiadas, a diversos tipos celulares.™®® La

division de este tipo celular puede ser simétrica, donde ambas células resultantes conservan el

mismo grado de inmadurez que la célula inicial, o asimétrica, dando lugar a una célula igual a su

progenitora y otra mas diferenciada. Las células madre se pueden clasificar en cuatro categorias

dependiendo del potencial de diferenciacién:

Célula madre totipotente o célula madre embrionaria. Aquella célula madre capaz de
crecer y formar un organismo completo (incluyendo las tres capas embrionarias del
endodermo, ectodermo y mesodermo), el linaje germinal, los tejidos que daran el saco

vitelino, y los componentes extraembrionarios, como la placenta.

Célula madre pluripotente. Aquella célula madre que sélo puede dar origen a las tres
capas embrionarias, asi como al linaje germinal y al saco vitelino. No puede formar los
componentes extraembrionarios, por lo tanto, no es capaz de formar un organismo

completo.

Célula madre multipotente. Aquella célula madre que sélo puede dar origen a los tipos

celulares de su propia capa o linaje embrionario de origen.

Célula madre unipotente. Aquella célula madre capaz de dar lugar Unicamente a un tipo

de célula particular.

Desde un punto de vista ontogénico, las células madre pueden obtenerse de diferentes

tejidos:

Células madre embrionarias (ESC). Son células madre totipotentes que se encuentran
en la masa celular interna de un embrién pre-implantado en el estado inicial de blastocisto
(dia 4-5 de gestacién en humanos o dia 4 en ratones). Las primeras ESC que se

obtuvieron se aislaron de la masa celular interna de un blastocisto de raton!’® "

y unos
afios mas tarde se obtuvieron ESC humanas a partir de pre-embriones congelados

sobrantes de ciclos de fertilizacion in vitro!?.

Células madre adultas. Son células madre multipotentes presentes en un organismo

desarrollado con caracteristicas de célula madre (autoregeneracion y diferenciacion) y
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cuya funcion es la regeneracion y el mantenimiento de los linajes celulares del tejido en el
cual se encuentran. La primera aproximacion en la utilizacién de células madre adultas
surge en 1960, cuando el doctor E. Donnal Thomas realizé el primer transplante de
médula 6sea con éxito. El argumentaba que tenia que haber algin tipo celular
responsable de la regeneracion hematopoyética en los pacientes afectados con leucemia
que recibian dicho transplante.’”® Afios después, se demostraba la existencia de una
subpoblacion celular en la médula 6sea de estos pacientes que era la responsable de la
reconstitucion hematopoyética después del transplante. A raiz de estas observaciones y
hasta la actualidad, miles de cientificos han estudiado en profundidad las células madre,

no sélo sanguineas, sino también de multiples tejidos adultos, con fines terapéuticos.

Actualmente, se han aislado células madre adultas de practicamente todos los tejidos del
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organismo humano adulto™”", entre los que encontramos, médula Osea, tejido adiposo”S,

musculo esquelético'’®, pancreas, epitelio de la piel, corazén, cornea y sistema nervioso central.
Incluso se han obtenido células madre de higado, médula 6sea’’, pulmén'’® o cresta neural*”®
de feto humano. Se ha demostrado que, en la mayoria de estos tejidos, estas células realizan
una tarea de renovacion y mantenimiento de la homeostasis tisular. Un ejemplo es el ya
mencionado transplante de médula Osea, donde las células madre adultas del sistema
hematopoyético son capaces de regenerar completamente todas las células sanguineas y del
sistema inmunitario del organismo.

Las células madre adultas, a diferencia de las ESC, son, en general, dificiles de aislar y su

capacidad de proliferacion in vitro es mucho mas reducida que la de las ESC.

5.1. Células Madre Mesenquimales (MSC)

Las MSC son un tipo de célula madre adulta que ha demostrado un alto potencial para su uso
en biomedicina por su facil aislamiento, sus propiedades inmunomoduladores y su tropismo
hacia las zonas de inflamacion y el parénquima tumoral.*** En esta tesis, este tipo de células ha

sido utilizado en la estrategia de seleccidn positiva-negativa.

5.1.1. Descubrimiento

En 1976 el grupo del doctor Friedenstein observé que al sembrar médula 6sea disgregada en
una placa de cultivo y eliminar las células no adheridas a las 4 horas aparecia una poblacion

heterogénea de células adherentes. Entre ellas, destacaba un tipo celular de alta adherencia al

plastico que tras 2-4 dias de inactividad empezaba a dividirse rdpidamente, adquiriendo una
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apariencia homogénea de tipo fibroblastica, y que de manera natural, formaba colonias que

producian pequefios depdsitos de hueso y cartilago.*®°

5.1.2. Caracterizaciéon

A pesar del gran trabajo realizado hasta el momento con MSC de médula 6sea, en los
ultimos afios, se han aislado y utilizado MSC de otros tejidos, entre los que encontramos tejido

I*81 periostio, sangre®® y tejido fetal”” '®. Ademas de las MSC

adiposo, cordén umbilica
humanas y de ratén, también se ha conseguido aislar y cultivar MSC de otras especies como
rata, gato, perro o conejo. Una vez aisladas, las MSC presentan una morfologia fibroblastica en
cultivo y se caracterizan mediante marcadores de superficie y por su capacidad de
diferenciacion.

Hasta el momento no se ha encontrado un marcador Unico de célula madre. Por este motivo,
la caracterizacion fenotipica de las MSC se establece mediante la presencia o no de diversos
marcadores de superficie. EI Comité de Células Madre de la Sociedad Internacional para la
Terapia Celular considera que toda hMSC ha de cumplir una serie de marcadores positivos y
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negativos™° (Tabla 10). Existen otra serie de marcadores que pueden variar dependiendo de la

especie'®, el origen o el método de aislamiento*® .

Marcadores de Marcadores de Tabla 10. Marcadores de superficie
membrana positivos | membrana negativos principales caracteristicos de las hMSC,
CcD73 CD14 o CD11b segun el Comité de Células Madre de la
CD90 CD34 Sociedad Internacional para la Terapia
CD105 CD45 Celular.
CD79a 0 CD19
HLA-DR

Ademas de la morfologia fibroblastica y las caracteristicas fenotipicas, otro método para
caracterizar las MSC es su capacidad para diferenciarse a células de tejido 6seo, adiposo o
cartilaginoso. En trabajos recientes, se ha demostrado que, bajo las condiciones de cultivo
apropiadas, estas células pueden diferenciarse también a miocitos de musculo esquelético'®,

cardiomiocitos, células del endotelio vascular'®® y células neurales™.

5.1.3. MSC de tejido adiposo (ADC)

El tejido adiposo estda compuesto por una gran diversidad de tipos celulares, entre los que

encontramos las MSC derivadas de tejido adiposo (ADC). Esta nueva fuente de obtencion de
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MSC fue descrita por primera vez en 2002 y ha permitido aislar células madre autélogas de
forma repetida, en grandes cantidades y mediante un proceso poco invasivo.

Comparando las ADC con las MSC de otros 6rganos, no se observan diferencias notables en
su morfologia, fenotipo inmunolégico ni en su capacidad de diferenciacion.’®® Estas células
comparten los marcadores de superficie principales que caracterizan las hMSC y ademas tienen

otros marcadores especificos (Figura 11).'%

Tabla 11. Marcadores de superficie

Marcadores de Marcadores de
membrana positivos membrana negativos caracteristicos de las hMSC derivadas
CcD9 CD105 CD11b CD133 de tejido adiposo. En negrita se resaltan
CD10 CD106 CDh14 CD144 los marcadores de superficie
CD13 CD146 CD19 HLA-DR caracteristicos de todas las hMSC.
CD29 CD166 CD31 c-kit
CD44 HLA | CD34 MyD88
CDA49 Fibronectina CD45 STRO-1
CD54 Endomucina CD79a Lin
CD55 ASMA CD80 HLA 1l
CD59 Vimentina CD117
CD73 Colageno-1
CD90

El facil aislamiento y la alta capacidad proliferativa in vitro de las hADC en comparacion con
las hMSC de médula 6sea, ha hecho de estas células una herramienta muy util para la medicina

regenerativa, las enfermedades autoinmunes y la terapia contra el cancer.
5.1.4. MSC fetales

En la gran mayoria de los estudios realizados con MSC se han utilizado MSC adultas. Aun
asi, se ha descrito la existencia de hMSC fetales y su gran potencial terapéutico.’®® '** En
concreto, el doctor Moreno y colaboradores aislaron y caracterizaron por primera vez MSC de
higado fetal de conejo que fueron utilizadas para la transferencia génica en Gtero.’*® Estas
células se obtuvieron a partir de la disgregacién de higados fetales de conejos y se denominaron
rFL-MSC. Bajo las condiciones de cultivo descritas en las hMSC, las rFL-MSC se diferenciaron a
adipositos, condrocitos y osteocitos.’®® Ademas, estas células presentaron una alta tasa
proliferativa in vitro, sobretodo en los primeros pases'®®, pero no mostraron capacidad
tumorogénica en ratones SCID (ratones deficientes en la produccion de linfocitos T y B).

En el dltimo apartado de la presente tesis, las rFL-MSC han sido modificadas con el gen de
resistencia a multidrogas MDR1 y el gen suicida FCU para ser utilizadas en nuestra estrategia de

seleccién positiva-negativa.
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5.1.5. Utilizacion terapéutica de las MSC

Las MSC tienen unas propiedades muy atractivas que les permiten ser utilizadas como

herramienta terapéutica en un gran niumero de enfermedades.

5.1.5.1. Propiedades inmunomoduladores y su aplicacién terapéutica

Una de las principales caracteristicas de las MSC es su baja inmunogenicidad. Las MSC

expresan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | en su superficie celular

197 |198

(siendo la expresién menor en MSC fetales™"), pero no el MHC de clase II"*°, ni las moléculas
coestimuladoras CD40, CD80 ni CD86, lo que evita la activacion de la sefial secundaria.
Ademas, estudios recientes han permitido descubrir la capacidad inmunosupresora de las MSC
al inhibir la proliferacién de los linfocitos T, la proliferaciéon, diferenciacion y la quimiotaxis de las
células B, e impedir la maduracién y la funcién de las células dendriticas. Incluso, se ha
postulado que las MSC son capaces de activar la proliferacion de los linfocitos T reguladores.**
Estas propiedades inmunoreguladoras de las MSC se han utilizado para inducir tolerancia en un
modelo murino®® y para promover el injerto hematopoyético e impedir la reaccion del injerto
contra el huésped en transplantes alogénicos. Ademas, se ha demostrado que la inyeccion
sistémica de ADC de raton o humanas disminuye significativamente los signos clinicos de

enfermedades autoinmunes, como la esclerosis mdltiple o la artritis reumatoide®*
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, y de la
enfermedad de Crohn® en modelos murinos. Estos resultados se basan en la capacidad de las
MSC a educar al sistema inmune a ser mas tolerante. Después de la administracion in vivo, las
MSC migran hacia los tejidos inflamados, donde inhiben la secrecién de citoquinas
proinflamatorias, interaccionan con las células del sistema inmune y promueve la supervivencia

de las células dafadas.

5.1.5.2. Propiedades reparadoras y su aplicacién terapéutica

El proceso de curacion de una herida se caracteriza por la presencia de fibroblastos, nuevos
vasos sanguineos generados a partir de angiogénesis, y células inflamatorias en la zona de
dafiada. Las MSC coordinan este proceso de forma directa proporcionando células hijas
diferenciadas que participan activamente en la reparacion estructural de la herida (Figura 12). La
presencia de grupos de células MSC unidas, confirma la capacidad proliferativa de estas células
en los lugares de inflamacion.”*® En el proceso de curacién de una herida, las MSC también
actian de forma indirecta al secretar una gran cantidad de factores paracrinos que activan la
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reparacion de las células dafiadas®® y modulan el sistema inmune®* (Figura 12). Entre los

factores solubles secretados por las MSC encontramos factores de crecimiento, como el factor
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de crecimiento vascular (VEGF)=™ o el factor de crecimiento transformante B1 (TGF-1)

interleuquinas como la IL-10%%2,

Células j

diferenciadas MSC Células
i Sfh res_idenles

A - i 4
S 1 : Celul:als_
inmunoldgicas
derivados de .

J las MSC
Células ‘
endoteliales .

Tejido dafiado

Figura 12. El proceso de curacion de una herida implica la coordinacion de muchos tipos celulares entre los que
encontramos fibroblastos, células endoteliales, plaquetas y células del sistema inmune. Las MSC contribuyen a la
regeneracion del tejido dafiado mediante la generacién de células diferenciadas que hacen la funcién de soporte y
mediante la secrecion de factores de crecimiento. Adaptado de Stappenbeck et al. Stem Cells 2009.

Estas propiedades reparadoras de las MSC han sido utilizadas clinicamente para curar

pacientes con dafio en la retina®® o para tratar enfermedades como la osteogenesis
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imperfecta®® o las enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson’® o la Corea de
Huntington'®*. En modelos preclinicos estas células se han utilizado para regenerar el dafio
pulmonar®’®, cerebral®* o cardiaco®?, o para el tratamiento de enfermedades tales como la

glomerulonefritis®?, la diabetes® o la enfermedad del injerto contra el huésped*°.

5.1.5.3. Tropismo hacia las zonas de inflamacion y su aplicacion terapéutica

Como se ha explicado en el apartado anterior, en el proceso de regeneracion de una herida
se secretan una gran cantidad de mediadores inflamatorios entre los que encontramos diversos
factores de crecimiento como el EGF, el FGF, el PDGF, el TGF- y el VEGF o interleuguinas
como la IL-1 y la IL-6 y el TNF-a*'. En los Gltimos afios, se ha demostrado que este ambiente
proinflamatorio induce el reclutamiento de las MSC inyectadas de forma sistémica.?*®

El proceso de formacion tumoral, al igual que la regeneracion de una herida, se caracteriza
por la presencia de un ambiente proinflamatorio.?!” Estudios recientes demuestran que las

sefales inflamatorias secretadas por el tumor también pueden atraer a las MSC administradas

43



INTRODUCCION

sistémicamente de una forma similar al reclutamiento de los leucocitos hacia las zonas de
inflamacion. La radiacion es capaz de aumentar la expresion de estos mediadores inflamatorios,
incrementado asi el reclutamiento de las MSC por el tumor.?*® Una vez alcanzan el tumor, estas
células proliferan y se integran en el estroma tumoral, diferenciandose a células endoteliales,
pericitos y fibroblastos que participan en la formacién de estructuras fibrovasculares de
soporte.?’® Recientemente, se ha sugerido que las MSC también pueden dar lugar a los
precursores de los fibroblastos asociados a tumor.*

El tropismo de las MSC hacia las lesiones tumorales ha sido utilizado por numerosos grupos
para dirigir quimiosensibilizadores?°, metaloproteasas®’, inductores de la respuesta inmune?®??,

adenovirus oncoliticos?® o genes suicidas®™ * hacia los tumores.
5.1.6. Estrategia de seleccion positiva-negativa con MSC

El grupo del doctor Altaner ha demostrado la eficacia terapéutica de la administracion
sistémica de MSC de tejido adiposo cargadas con el gen suicida FCU en diversos modelos

tumorales implantados en ratones.® % 13

Para aumentar esta eficacia terapéutica nos
planteamos enriquecer en el tumor una poblacion de MSC modificada con el gen de resistencia a
multidrogas MDR y el gen FCU mediante el tratamiento con una droga de seleccién. En
presencia de dicha droga, gran parte de las células tumorales mueren por el efecto toxico y el
estroma tumoral, principalmente tejido conectivo y fibroblastos, coloniza las areas necrosadas
produciendo una cicatriz. El dafio celular inducido por la droga de seleccion, ademas de disminuir
la viabilidad de las células tumorales, también activaria la replicacién y los mecanismos de
reparacion mediados por las MSC. En presencia de la droga de seleccién, las MSC modificadas
con el gen MDR adquiririan una ventaja selectiva sobre las células tumorales que les permitiria
colonizar el tumor. Después de esta fase de enriquecimiento, la administracion de la prodroga

adecuada y el efecto colateral permitiria la eliminacién completa del tumor.
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OBJETIVOS

La terapia génica suicida ha mostrado una gran eficacia antitumoral en modelos preclinicos.

A pesar de estos resultados esperanzadores, el efecto terapéutico de esta estrategia en la clinica

ha sido muy reducido. Existen dos limitaciones principales que explicarian estos resultados. En

primer lugar, la baja eficiencia de transduccion de los vectores transportadores de genes suicidas

utilizados en la clinica, y en segundo lugar, la necesidad de administrar localmente dichos

vectores por motivos de seguridad. Con tal de aumentar el nimero de células transducidas con

genes suicidas en el tumor, en esta tesis doctoral proponemos una estrategia terapéutica

novedosa basada en el enriquecimiento de dichas células.

Objetivo general

Uso de los genes de resistencia a drogas, en combinacion con drogas de seleccién, para
enriquecer las células modificadas con genes suicidas en el tumor y mejorar la eficacia de

la terapia génica suicida.

Objetivo especificos

Modificar la linea de cancer colorrectal HCT116 y la linea de adenocarcinoma pancreatico
NP18 con los genes de seleccion DHFR/TK y MDR/TK, respectivamente, para conseguir
la seleccion positiva de las células modificadas en cultivos mixtos con células tumorales

parentales después del tratamiento con la droga de seleccion.

Aplicar la terapia génica suicida después de una fase de seleccion positiva para

conseguir la mejora de su eficacia terapéutica.

Extraer células madre mesenquimales de grasa de ratén y determinar la seleccion
positiva de éstas en presencia de células tumorales NP18 después del tratamiento con

docetaxel.

Modificar las células madre mesenquimales de higado fetal de conejo con los genes de
seleccion MDR/FCU para conseguir la seleccion positiva-negativa in vitro y el
enriquecimiento in vivo de dichas células después del tratamiento con la droga de

seleccion.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral se presentan en forma de dos articulos
publicados como primer autor en las revistas Human Gene Therapy y Molecular Cancer
Therapeutics. En estos dos articulos se evalua la eficacia de la estrategia de seleccién positiva-

negativa en células tumorales.
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Antitumor therapy based on cellular competition
J Martinez-Quintanilla, M Cascallo, C Fillat and R Alemany
Human Gene Therapy 20:728-738 (July 2009)
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RESULTADOS

La terapia génica suicida proporciona una herramienta eficaz para el tratamiento del cancer.
En concreto, el gen suicida TK en combinacion con la prodroga GCV ha demostrado una gran
eficacia en modelos animales. Existen numerosos grupos trabajando en la mejora del sistema
TK/GCV. Estos estudios se basan fundamentalmente en incrementar la llegada del suicida TK a
las células tumorales con vectores mas eficientes y en aumentar el efecto colateral del sistema.
A pesar de los resultados esperanzadores de la preclinica, la baja transduccion de las células
tumorales con genes suicidas dificulta la eficacia de esta terapia en la clinica.

Para compensar la baja transferencia génica de las células tumorales in vivo, en este articulo
proponemos seleccionar las células modificadas con el gen suicida TK en el tumor. Para ello, se
utilizé el gen DHFR, que confiere resistencia al MTX. Dicha droga, induciria la muerte de las
células tumorales parentales y permitiria la seleccion positiva de las células modificadas. Una
vez enriquecido el tumor con las células que expresan el gen suicida, la aplicaciéon del GCV
eliminaria las células modificadas y las células tumorales adyacentes mediante el efecto
colateral.

La prueba de concepto de la seleccion positiva-negativa se realizé en la linea tumoral de
cancer colorrectal humano HCT116 modificada con un pldsmido episomal portador del gen de
fusion DHFR/TK. Dicho plasmido aseguraba la propagacion de los genes de seleccion a las
células hijas. Para poder diferenciar las dos poblaciones celulares, las células modificadas se
marcaron con el gen de la GFP y las células parentales HCT116 con el gen de la RFP.

El gen de seleccion DHFR permitio enriquecer las células modificadas de un 0.1% inicial a un
90% en cultivos mixtos con células HCT116 parentales después de 35 dias de seleccion con
MTX. Los experimentos in vivo mostraron la capacidad de aumentar la proporcién de células
modificadas en el tumor de un 1% inicial a un 15% después de 24 dias de tratamiento con la
droga de seleccion MTX. A partir de un 1% inicial de células HCT116-DHFR/TK este
enriquecimiento permitié disminuir el 50% del tamafio tumoral después de la administracion
sistétmica de GCV. En tumores con un 6% inicial de células modificadas la estrategia de
seleccidn positiva-negativa mostré una regresion tumoral significativa respecto a los controles.
En ambos casos este efecto terapéutico fue superior al obtenido con la terapia génica suicida per

se.

En este articulo proporcionamos la prueba de concepto del uso del gen de resistencia a
drogas DHFR como gen de seleccién de las células tumorales modificadas con el gen suicida TK
en presencia de MTX. Este enriquecimiento, seguido de la administracion de GCV, aumenta la
eficacia antitumoral de la terapia génica suicida per se. Alun asi, la ausencia de remisiones
completas plantea el uso de otros genes de seleccion, como el gen MDR1, que confiere

resistencia a drogas mas potentes.
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Antitumor Therapy Based on Cellular Competition

[Jordi Martinez-Quintanilla,] Manel Cascallo,' Cristina Fillat? and Ramon Alemany’

Abstract

A major obstacle for the efficacy of cancer gene therapy is the need to transduce a high proportion of tumor cells
with genes that directly or indirectly cause their death. During the formation of certain organs, cells compete
among themselves to colonize the whole tissue. We reasoned that cell competition could be used to increase
the proportion of cells that become transfected in a tumor. For this, a transgene that provides a selective
advantage to the transfected cells should be used. If the same gene conferred a suicide mechanism the tumor
could be eradicated after a period of selection. Bystander effect of transfected cells over neighboring non-
modified cells may eliminate tumors even with incomplete replacement of tumor cells. To test this strategy a
competitive advantage was provided to colon cancer cells, using a gene encoding a fusion protein of dihy-
drofolate reductase (DHFR) and thymidine kinase (TK). DHFR confers resistance to methotrexate (MTX) and TK
confers sensitivity to ganciclovir (GCV). Modified cells were also transduced with green fluorescent protein and
parental cells with red fluorescent protein. In vitro and in vivo experiments were performed, using various
proportions of modified cells and applying positive selection with MTX followed by negative selection with
GCV. In vitro, cell competition was evident. Under MTX treatment, tumor cells transfected with the DHFR-TK
fusion gene efficiently replaced the parental cells (from 0.1 to 90% in 35 days). After this positive selection period,
negative selection with GCV eliminated the transfected cells. In vivo, positive selection was also achieved and

resulted in a statistically significant therapeutic effect.

Introduction

N 1980 MARTIN CLINE transfected the bone marrow of two

B-thalassemic children ex vivo with a plasmid express-
ing herpes simplex virus thymidine kinase (HSV-TK) and -
globin (Mercola et al., 1980). TK phosphorylates thymidine to
TMP and it can be used for positive selection when thymidine
is added to the medium and the de novo synthesis of TMP
is blocked with the antifolate drug methotrexate (MTX)
(Campione-Piccardo et al., 1979). In this way, the HSV-TK gene
was used as a positive selection marker of transfected cells
treated with MTX (Mercola et al., 1980). However, efficient
positive selection with HSV-TK required defined medium and
lack of endogenous TK in nontransfected cells and therefore its
use has remained restricted to in vitro selection protocols. More
than a decade later, the HSV-TK gene was transduced into
tumor cells with retroviral vectors in order to achieve the neg-
ative selection of the transduced cells in the presence of the
prodrug ganciclovir (GCV) (Culver et al., 1992). This and many
later gene therapy clinical trials have pointed out the need to
amplify the proportion of tumor cells affected by gene therapy
(Rainov, 2000; Rainov and Ren, 2003; Immonen et al., 2004). The

use of HSV-TK in both directions, for positive and negative
selection of transfected cells, prompted us to test a new therapy
regimen in which the negative selection is performed after a
period of positive selection.

It is well known that during the formation of certain organs,
cells compete among themselves to colonize the whole tissue
(Moreno et al., 2002, Moreno and Basler, 2004; Diaz and
Moreno, 2005). During chemotherapy treatment there is se-
lective pressure inside the tumor that results in expansion of
resistant cells (Fig. 1A) (de Anta ef al., 2006). The search for
genes that can be selected in vivo has been a goal in chemo-
protective gene therapy. Chemoprotection seeks to protect
bone marrow and other organs from adverse effects of high-
dose chemotherapy (Banerjee et al., 1994; Licht et al., 1997). The
genes most commonly used have been dihydrofolate reduc-
tase (DHFR) (Bertino et al., 1996) and multidrug resistance
(MDR1) genes (Bosch and Croop, 1996). DHER is the cellular
enzyme that regenerates the tetrafolate used during the con-
version of dUMP to TMP in the synthesis of nucleotides.
DHER can be inhibited by MTX, which results in the blockade
of the synthesis of purines, thymidylate, and certain amino
acids. MTX is used to treat acute lymphoblastic leukemia and

!Gene and Viral Therapy Group, IDIBELL-Catalan Institute of Oncology (ICO), L’Hospitalet de Llobregat, 08907 Barcelona, Spain.
2Centre de Regulacido Genomica, UPF, Parc de Recerca Biomédica de Barcelona and Centro de Investigacién Biomédica en Red de

Enfermedades Raras (CIBERER-ISCIII), 08003 Barcelona, Spain.
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FIG. 1.

Natural process of chemotherapy resistance compared with the proposed strategy of cell competition. (A) Scheme of

the natural process of chemotherapy resistance. Chemotherapy-sensitive cells are represented in white and cells that will
become chemotherapy resistant in gray. During chemotherapy, endogenous or naturally resistant cells are selected and
sensitive cells are eliminated. Finally, all the tumors become chemotherapy resistant. (B) The process of competition sui-
cide or enrichment suicide. Some cells are gene modified with chemotherapy resistance and suicide genes (hatched cells).
During chemotherapy, naturally resistant cells and gene-modified cells are enriched (positive selection). In the presence of
the bystander effect, resulting tumors can then be eliminated by treatment with the suicide-inducing prodrug (negative

selection).

lymphoma, but it is highly myelosuppressive. DHFR mutants
with highly reduced binding affinity for MTX, such as the
Phe22-Ser31 double mutant DHFR (dmDHFR) (Ercikan-
Abali et al., 1996; Sauerbrey et al., 1999), can protect bone
marrow from MTX-induced myelosuppression and have been
used to positively select transfected hematopoietic cells in vivo
(Meisel et al., 2003). As an initial approach toward positive
selection of transfected cancer cells in vivo we decided to use
this dmDHEFR encoded in an episomal plasmid. This mecha-
nism maintains protein expression during transfected cell
propagation. In the context of negative selection with HSV-TK
and GCV, the use of DHFR has an additional advantage.
Coexpression of TK and DHFR potentiates the resistance to
MTX because they contribute to bypass the block of thymi-
dylate synthesis (Mineishi et al., 1997). Furthermore, the
group lead by J. Bertino has demonstrated that a fusion pro-
tein of DHFR and HSV-TK preserves the activity of both
proteins and is overexpressed in the presence of MTX (Mayer-
Kuckuk et al., 2002). This upregulation of HSV-TK expression
by means of fusion to DHFR and administration of MTX
in vivo has been proposed as a way to increase the expression
level of TK in tumor cells (Mayer-Kuckuk et al., 2003). We
have therefore used a similar construct fusing dmDHFR and
HSV-TK in order to enrich the transfected cell population of a

tumor by means of MTX administration. Transfected cell
enrichment should be associated with an increased GCV
therapeutic effect, and in a model with bystander effect, the
enrichment of modified cells could eliminate tumors after
suicide-inducing prodrug treatment (a scheme is presented
in Fig. 1B). In the absence of a bystander effect natural drug-
resistant cells would survive after GCV treatment, and
therefore the bystander effect is important to eliminate all tu-
mor cells completely. A similar enrichment-suicide approach
has been proposed, using the FCUI gene and N-(phosphon-
acetyl)-L-aspartate (PALA)/5-fluorocytosine (5-FC) selection
(Unger et al., 2007).

Materials and Methods
Cell culture and reagents

The human colon cancer cell line HCT116 was obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Mana-
ssas, VA) and grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) containing 5% fetal bovine serum (FBS) and 1%
penicillin-streptomycin (P/S). Cells were maintained at
37.0°C and 5% CO, in a humidified atmosphere and were
mycoplasma negative. Methotrexate (MTX) was provided by
Wyeth Pharma (Madrid, Spain). A 54 mM stock solution was
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prepared in phosphate-buffered saline (PBS) and dilutions
were made in PBS. Ganciclovir (GCV) was provided by Roche
Diagnostics (Mannheim, Germany). A stock solution at
100mg/ml was prepared in PBS and dilutions were made
in PBS.

Plasmid construction

The green fluorescent protein (GFP) gene from pEPI-1
(Jenke et al., 2002) was replaced with a TK-EGFP fusion gene
from plasmid pTK-EGFP (Cascante et al., 2005). The resulting
plasmid, pEPI-TKGFP, contains the TK-GFP fusion gene
driven by the cytomegalovirus (CMV) promoter. It also con-
tains a chromosomal scaffold /matrix-attached region and the
simian virus 40 (SV40) origin of replication to achieve epi-
somal propagation in eukaryotic cells (Jenke et al., 2002). We
synthesized a double mutant Phe22-Ser31 DHFR gene
(Sauerbrey et al., 1999) using 24 overlapping oligonucleo-
tides spanning the 564 base pairs of the DHFR cDNA plus
appropriate restriction sites at both ends and cloned it into
pBluescript to obtain pBS-dmDHFR. The GFP gene from
pEPI-TKGFP was replaced with the dmDHFR gene to obtain
pEPI-DHFR/TK.

Generation of stable HCT116DHFR/TK-GFP
and HCT116-RFP clones

HCT116 cells were seeded in a 6-well plate and transfected
24hr later with 3ug of pEPI-DHFR/TK plasmid with
FuGENE 6 transfection reagent (Roche Diagnostics) accord-
ing to manufacturer protocols. HCT116DHFR/TK stable
clones were selected with 0.625 uM MTX for 24 days. We used
red fluorescent protein (RFP) and green fluorescent protein
(GFP) as marker genes of the parental and transfected cells,
respectively. The packaging cell lines PA317DsRED and
PA317DsGFP (kindly provided by F. Larcher, Centro de In-
vestigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas,
CIEMAT, Madrid, Spain) were used to produce Moloney
leukemia vector RED2 and Moloney leukemia vector GFP,
respectively. Cells were grown in DMEM-10% FBS and me-
dium was replaced when cells reached 70-80% of confluence.
PA317DsRED and PA317DsGFP conditioned medium was
used to infect HCT116 or HCT116DHFR/TK, respectively, in
the presence of Polybrene (8 ug/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis)
and DMEM-5% FBS. Twelve hours after infection, medium
was replaced with fresh medium and cells were seeded in a
96-well plate at a confluence of two or three cells per well.
After incubation for 21 days and under fluorescence micros-
copy we obtained HCT116-RFP and HCT116DHFR/TK-GFP
clones.

In vitro MTX and GCYV sensitivity
of HCT116DHFR/ TK-GFP and HCT116 RFP cells

HCT116-RPF and HCT116DHFR /TK-GFP cells were plated
in 96-well plates (2.5x10* cells per well). Two days later, cells
were incubated with various concentrations of MTX or GCV.
Cell viability was measured by bicinchoninic acid (BCA)
protein assay (Pierce Biotechnology /Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL) 12 days after treatment. The percentage of cell
viability was defined by the equation T/NTx100, where T is
the viability of treated cells and NT is the viability of non-
treated cells.
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In vitro positive and negative selection

A mixture of 0.1% HCT116DHFR/TK-GEFP cells and 99.9%
parental HCT116-RFP cells was seeded in quadruplicate in
3.5-cm plates (1.3x10°cells per plate). Two days later, cells
were incubated with 0.625 uM MTX. The selection medium
was replaced three times every week. Images (x100) were
taken with a confocal microscope (spectral confocal TCS-SL;
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) on various days after
treatment with MTX. To quantify the amount of GFP and RFP
cells, cell monolayers were harvested on various days after
MTX administration and cells were fixed with 4% parafor-
maldehyde (PFA) in PBS overnight. After washing with PBS,
cells were resuspended at 10°cells/ml PBS and at least
50,000 cells were analyzed by flow cytometry (FACSCalibur
system; BD Biosciences, San Jose, CA) using 488- and 633-nm
lasers and CellQuest Pro software.

For negative selection, after in vitro MTX treatment, cells
were incubated with GCV (10 ug/ml) for 20 days (MTX was
also maintained). Confocal microscopy images (x100) were
taken on various days during the treatment. To quantify the
degree of negative selection, cells were harvested and ana-
lyzed by flow cytometry according to the previously de-
scribed protocol.

In vivo positive selection

To allow for positive selection, subcutaneous xenografts
were established in the flanks of 4- to 8-week-old male BALB/c
nu/nu mice by inoculation of a mixture of 3.5x10°cells con-
sisting of 1% HCT116DHFR/TK-GFP cells and 99% parental
HCT116-RFP cells. Animals were kept and manipulated in
accordance with recommendations of the Federation of Euro-
pean Laboratory Animal Science Associations for the proper
use of laboratory animals. Fifteen days later, animals received
MTX (9mg/kg) or PBS intraperitoneally three times every
week. On the indicated day of treatment (day 0, 10,17, 24, or 31)
animals were killed and tumors were excised and fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) in PBS overnight. After washing with
PBS, tumors were incubated with sucrose 5% in PBS (2 hr) and
sucrose 30% in PBS (overnight). Tumors were then cryopre-
served with O.C.T. medium and cryosectioned at 5 um with a
cryotome (Shandon cryotome cryostat; Global Medical In-
strumentation, Ramsey, MN). Sections were mounted and GFP
and RFP expression was viewed with a confocal microscope. To
compensate for heterogeneity within the tumors, three images
(x400) were taken from the same section. Quantification was
performed by a blinded observer and three fields of each sec-
tion were counted.

In vivo bystander effect of HCT116DHFR/ TK-GFP
cells with GCV

Subcutaneous xenografts were established in the flanks
of 4- to 8-week-old male BALB/c nu/nu mice by inoculation
of 3.5x10°cells consisting of 100% HCT116-RFP cells, 100%
HCT116DHFR/TK-GFP cells, or a mixture of 50% HCT
116DHFR/TK-GFP cells and 50% of HCT116-RFP cells. Once
tumors reached 100-170 mm?, animals started GCV treatment
(75 mg/kg, administered intraperitoneally daily for 14 days)
(n=6-8). Tumors were measured two times weekly and tu-
mor volume was calculated according to the equation
V (mm?) =76 x W x L2, where L and W are length and width
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of the tumor, respectively. Percentage growth was defined by
the equation [(V — V) V] X 100, where V is the tumor volume
on day 0 after GCV treatment. The significance of differences
in tumor growth rate between treatment groups was assessed
by the Student unpaired ¢ test.

In vivo positive and negative selection

The positive and negative selection strategy was performed
using two different proportions of HCT116DHFR/TK-GFP
cells. In one experimental setting subcutaneous xenografts
were established in the flanks of 4- to 8-week-old male
BALB/c nu/nu mice by inoculation of a mixture of 3.5x10°
cells consisting of 1% HCT116DHFR/TK-GFEP cells and 99%
parental HCT116-RFP cells. One day later, animals received
MTX (9 mg/kg) or PBS intraperitoneally three times per week.
Once tumors reached 300 mm?, animals finished MTX treat-
ment (positive selection) and were treated intraperitoneally
with GCV (50mg/kg) daily for 14 days (negative selection)
(n=9). In a different experimental setting subcutaneous xe-
nografts were established in the flanks of 4- to 8-week-old
male BALB/c nu/nu mice by inoculation of a mixture of
3.5x10° cells consisting of 6% HCT116DHFR/TK-GFP cells
with 94% parental HCT116-RFP cells. One day later, animals
were randomly distributed into four groups (MTX+PBS,
MTX+GCV, PBS+PBS, and PBS+GCYV). The positive selec-
tion phase (treatment with MTX or PBS) was performed from
1 day after tumor implantation until tumors reached 100-
170 mm>. When we finished positive selection we began in-
traperitoneal GCV treatment (75mg/kg) daily for 14 days
(n=9). Tumors were measured two times weekly.

Results

In vitro MTX and GCV sensibility
of HCT116DHFR/ TK-GFP and HCT116-RFP cells

We constructed a DHFR/TK fusion gene to allow for
positive-negative selection of transfected cells. As a plasmid
backbone we used pEPI-1, a plasmid that contains a eu-
karyotic origin of replication and chromosomal elements for
replication and segregation. The resulting plasmid, pEPI-
DHFR/TK, was transfected into HCT116 colon carcinoma
cells, which were then selected for a population of MTX-
resistant cells. After MTX selection, resistant cells were in-
fected with green fluorescent protein recombinant retrovirus,
and an HCT116DHFR/TK-GFP clone was selected. In paral-
lel, parental HCT116 cells were infected with a red fluorescent
protein recombinant retrovirus and a parental HCT116-RFP
clone was selected. We determined the in vitro sensitivity to
MTX and GCV of the selected HCT116DHFR/TK-GFP and
HCT116-RFP clones. The MTX median inhibitory concentra-
tion (ICsp) for HCT116DHFR/TK-GFP cells was about 5 uM
whereas for the parental HCT116-RFP cells the MTX IC5, was
less than 0.625 uM (Fig. 2A). These results indicate that under
MTX, HCT116DHFR/TK-GFP cells have a proliferative ad-
vantage with respect to HCT116-RFP cells (positive selection).
On the other hand, HCT116DHFR /TK-GFP cells were sensi-
tive to GCV doses as low as 0.625 ug/ml (Fig. 2B). These re-
sults indicate that HCT116DHFR /TK-GFP cells could be used
for positive selection with MTX and negative selection with
GCV.
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FIG. 2. HCT116DHFR/TK cells are resistant to MTX and
sensitive to GCV in vitro. HCT116-RFP cells (open columns)
and HCT116DHFR/TK-GFP cells (solid columns) were pla-
ted in 96-well plates. Two days later, cells were incubated
with various concentrations of (A) MTX or (B) GCV. Cell
viability was measured by BCA protein assay 12 days after
treatment. The percentage of cell viability was quantified as
T/NTx100, where T is the viability of treated cells and NT is
the viability of nontreated cells.

In vitro positive selection with MTX

Next we determined whether a small proportion of
HCT116DHFR/TK-GFP cells could compete out parental
HCT116-RFP cells under MTX treatment. After 15 days of
MTX treatment, 0.1% of HCT116DHFR/TK-GFP cells over-
grew HCT116-RFP cells. Without MTX treatment the trans-
fected cells did not show any advantage over parental cells
(Fig. 3A). To verify the results of positive selection quantita-
tively, we analyzed the samples by flow cytometry and the
results demonstrated that under MTX treatment, the pro-
portion of HCT116DHFR/TK-GFP cells increased from 0.1 to
90% in 35 days (Fig. 3B).

In vitro negative selection with GCV

We then examined how positive selection with MTX fol-
lowed by negative selection with GCV could help to eradicate
all the cells in a monolayer culture in vitro. After 15 days of
MTX positive selection HCT116DHFR/TK-GFP cells were
eliminated with GCV but nontransfected HCT116-RFP cells
survived, indicating a poor bystander effect. All the areas
corresponding to HCT116DHFR/TK-GFP cells were cleared
from the cultures, but the adjacent areas of parental cells re-
mained unaltered (Fig. 4A). To verify the results of negative
selection quantitatively, we analyzed the samples by flow
cytometry and the results confirm that on GCV addition only
transfected cells were eliminated (Fig. 4B).
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FIG. 3. DHFR/TK-transfected cells (green) outcompete parental cells (red) in vitro. (A) HCT116DHFR/TK cells were labeled
with GFP and HCT116 cells with RFP. A mixture of 0.1% GFP cells with 99.9% RFP cells was seeded in 3.5-cm-diameter plates
(1.3x10° cells per plate). Two days later, at confluency, cells were incubated with or without MTX (0.625 uM). Confocal
microscopy images (original magnification, x100) were taken on various days of treatment (days 0, 4, 8, 11, and 15). (B) To
quantify the level of positive selection, cells were harvested on days 0, 4, 7, 11, and 35 of treatment and analyzed by flow
cytometry. Under each graph the population percentage is indicated: R1, RFP cells; R2, GFP cells. Color images available

online at www.liebertonline.com /hum.

In vivo positive selection with MTX

We determined whether a small proportion of
HCT116DHFR/TK-GFP cells could replace parental HCT116
cells in vivo under MTX treatment. In preliminary experi-
ments, mice with HCT116 implanted tumors treated with
MTX showed only partial reduction of tumor size (15% on day
17). This suggested that MTX treatment was less efficient
in vivo than in vitro (data not shown). We decided to use a
higher transfected cell proportion for in vivo positive selection
(1%) than for in vitro selection (0.1%). Thus we established
subcutaneous tumors in mice by injecting them with a mix-

ture of transfected and nontransfected cells. Animals were
given MTX or PBS and were killed on various days
throughout the treatment. Regarding MTX toxicity, weight
loss did not exceed 10% of body weight, no mice died, and
there were no gross signs of toxicity. To measure the relative
amounts of parental and transfected cells in tumors treated
with MTX, tumor sections were analyzed by fluorescence
microscopy. GFP" transfected cells distributed heteroge-
neously, and different microscopy fields throughout the sec-
tions (x 100 and x400) were used to estimate the percentage of
GFP and RFP cells. The proportion of transfected tumor cells
increased on MTX treatment. Figure 5A shows a classification


http://www.liebertonline.com/action/showImage?doi=10.1089/hum.2008.144&iName=master.img-002.jpg&w=368&h=438

COMPETITION-SUICIDE GENE THERAPY

i CONFOCAL MICROSCOPY IMAGES

DAY 3 PBS DAY 7 PBS

DAY 3 GCV DAY 7 GCV
B .
Day 35 with MTX
POSITIE
SELECTION o
[l
o«
A- Guad %Gikd  %Tohl
8 R2 80,82 aD3
1.5 days 20 days 159 With MTX followed by
with MTX ¥YS  20d with GCV and MTX
(}_ :
NEGATIE -
SELECTION } GEP
Quad %aGated %hTatal
R2 033 035

FIG. 4. HCT116DHFR/TK-GEFP cells (green) are eliminated
in vitro with GCV. (A) After 15 days of positive selection
with MTX (as in Fig. 3), cells were incubated with or without
GCV (10 ug/ml). Confocal microscopy images (original
magnification, x100) were taken on various days of GCV
treatment (days 3 and 7). (B) To quantify the level of nega-
tive selection, after 15 days of positive selection with MTX,
cells were incubated in the presence or absence of GCV
(10 ug/ml) for 20 days. On day 35, cells were harvested and
analyzed by flow cytometry. Under each graph the popu-
lation percentage is indicated (R1, RFP cells; R2, GFP cells).
Color images available online at www .liebertonline.com /
hum.
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of tumors in three groups according to the estimated pro-
portion of transfected cells. Without MTX (Fig. 5A, PBS, open
columns) all tumors had <5% of transfected cells on day 31 of
treatment. In contrast, on MTX selection (Fig. 5A, MTX, solid
columns) more than 40% of tumors had >15% transfected
cells at this date. Figure 5B shows three images (x400) of a
representative tumor from the MTX group compared with
one from the PBS group. A clear enrichment of GFP* trans-
fected cells is observed.

In vivo bystander effect of HCT116DHFR/ TK-GFP
cells with GCV

To assess whether HCT116DHFRTK-GFP cells induced a
bystander effect in vivo, mice with implanted tumors con-
taining 100% HCT116-RFP cells, 100% HCT116DHFR/TK-
GFP cells, or a mixture of 50% of each were treated with GCV.
Regarding GCV toxicity, weight loss did not exceed 10% of
body weight, no mice died, and there were no gross signs of
toxicity. This experiment showed that after GCV treatment
tumors containing 100% genetically modified cells were
eliminated, whereas tumors with parental cells or with only
50% modified cells continued growing (Fig. 6). These results
confirmed that although HCT116DHFRTK-GFP cells were
sensitive to GCV in vivo, tumors with 50% modified cells were
not eliminated because of the absence of a bystander effect in
this tumor model.

In vivo negative selection with GCV

Despite the absence of a bystander effect in this tumor
model we determined whether the positive and negative se-
lection strategy was effective in vivo. When tumors containing
1% HCT116DHFR/TK-GFP cells, under positive selection
(MTX treatment), reached 300 mm> we started the negative
selection phase (GCV treatment). The mean growth of tumors
treated with GCV after positive selection was 50% lower than
that of the control group on day 14. However, growth dif-
ferences were not statistically significant (Fig. 7A). When
sections of the tumors were observed under fluorescence, no
GFP" cells were present throughout the tumors of GCV-
treated mice (data not shown). This meant that, starting with
an initial proportion of 1% HCT116DHFR/TK-GFP cells, al-
though positive selection increased the proportion of trans-
fected cells in tumors (as demonstrated in Fig. 5) and the
transfected cells were sensitive to GCV, the proportion of
transfected to nontransfected cells was not high enough to
abrogate tumor growth on GCV treatment.

When the initial proportion of HCT116DHFR/TK-GFP
cells was 6%, negative selection was initiated when tumors
were palpable, and animals received a higher dose of GCV
(75mg/kg daily for 14 days). Tumors treated with GCV
(negative selection) but without positive selection with MTX
did not show any difference from control groups, indicating
that 6% HCT116DHFR/TK-GFP cells in a tumor was not en-
ough to obtain a therapeutic effect with GCV. However, the
mean growth of tumors treated first with MTX (positive se-
lection) and later with GCV (negative selection) showed sta-
tistically significant differences from all control groups (Fig.
7B). This indicates that the positive selection phase was re-
quired to increase the initial proportion of modified cells and
to decrease tumor growth after GCV treatment.
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FIG. 5. In vivo positive selection of HCT116DHFR /TK-GFP cells. Subcutaneous xenografts were established in nude mice by
inoculation of a mixture of 3.5x10° cells containing 1% HCT116DHFR/TK-GFP cells and 99% HCT116-RFP cells. Fifteen days
later animals were treated with MTX (9 mg/kg; solid columns) or PBS (open columns) intraperitoneally three times per week.
On the indicated day of selection, animals were killed and tumors were processed for confocal microscopy. To compensate for
cell heterogeneity within tumors, three images (x100 and x400) were taken from the same section. (A) The percentage of GFP
and RFP cells was estimated and tumors were distributed into three groups according to the amount of HCT116DHFR/TK-
GPF cells (<5%, 5-15%, and >15%). Under MTX, the parental population of most tumors was replaced by the gene-modified
cells (from 1 to >15%). (B) Representative images (original magnification, x400) of a tumor before treatment and after 17 days
of MTX or mock treatment are shown. Color images available online at www liebertonline.com /hum.
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Discussion

Cancer gene therapy efficacy depends on transducing a
high proportion of tumor cells in vivo. To improve gene
transfer, modified viral vectors have been used but still the
proportion of transfected tumor cells is limited (Rainov, 2000;
Rainov and Ren, 2003; Immonen et al., 2004). This limitation
may be addressed in vivo by providing a selective advantage
to transfected tumor cells (positive selection). After increasing
DHFR/TK-transfected cells during a course of positive se-
lection with MTX, the tumor may become sensitive to GCV
and eradicated by GCV treatment. The bystander effect could
eliminate tumors even with incomplete replacement of tumor
cells (Freeman ef al., 1993). The transduction of chemoresis-
tance and chemosensitivity genes as a fusion protein in an
episomal plasmid increases the safety of this strategy because
it reduces the possibility that only the chemoresistance gene is
expressed in the target cells.

Despite obtaining an effective level of positive-negative
selection in vitro, we could not eradicate all tumor cells in vivo.
Several factors can explain these results. First, although
DHFR/TK-transfected tumor cells increased proportionally in
the tumors, in vivo positive selection with MTX did not result
in population replacement as efficiently as in vitro. Whereas
the in vitro experiments showed that the transfected popula-
tion could increase from 0.1 to 90% (Fig. 3B), in vivo only 15%
transfected cells could be reached from the 1% initial pro-
portion (Fig. 5A). Poor bioavailability of MTX in vivo could
explain these results. We tried various MTX administration
schedules and ultimately chose a schedule of 9-mg/kg MTX
three times per week because there was a 15% decrease in
HCT116 tumor growth on day 17 of treatment compared with
mock-treated mice (data not shown). More aggressive
schedules resulted in MTX-limiting toxicity. Second, the fast
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FIG. 6. In vivo bystander effect of HCT116DHFR/TK GFP

cells. Subcutaneous xenografts were established in nude
mice by inoculation of a mixture of 3.5x10° cells containing
100% HCT116-RFP cells, 100% HCT116DHFR/TK-GFP cells,
or a mixture of 50% of each cell type. Once tumors were
palpable, animals started GCV treatment. Tumor growth
relative to the first day of GCV treatment is shown (1 = 6-8).
*p < 0.05, significant difference between the HCT116 group
and the HCT116DHFR/TK-GFP group; *p < 0.05, significant
difference between the MIX 50% HCT116DHFR/TK-GFP
group and the HCT116DHFR/TK-GFP group.
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cutaneous xenografts were established in nude mice by in-
oculation of a mixture of 1.6x10°cells containing 1%
HCT116DHFR/TK-GFP cells and 99% HCT116-RFP cells.
One day later, animals were treated with MTX (9 mg/kg) or
PBS three times weekly. When tumors were palpable, ani-
mals were treated with GCV. Tumor growth relative to the
first day of GCV treatment is shown (n=9). (B) Although
tumors that underwent a previous phase of positive selection
showed a slower growth trend, the effect of GCV was not
sufficient to yield significant differences. Subcutaneous xe-
nografts were established in nude mice by inoculation of a
mixture of 3.5x10°cells containing 6% HCT116DHFR/TK-
GFP cells and 94% HCT116-RFP cells. One day later, animals
were randomly allocated to four groups (MTX+PBS,
MTX+GCV, PBS+PBS, and PBS+GCV) and animals were
treated with MTX or PBS according to the same schedule
of the experiment described previously. When tumors were
palpable, animals were treated with GCV. Tumor growth
relative to the first day of GCV treatment is shown (n=09).
*p < 0.05, significant difference between all control groups
and the MTX+GCV group.

growth rate of HCT116 cells did not allow a long period of
positive and negative selection. Third, when we generated
tumors with 1% transfected tumor cells and then began MTX
treatment, transfected cells formed individual colonies. Thus
the increase in transfected tumor cells was heterogeneous in
the tumors and the bystander effect would not be as efficient
as in transfected cells homogeneously distributed throughout
the tumors. Moreover, we observed great heterogeneity in the
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proportion of transfected cells among MTX-treated tumors,
indicating that under the same conditions cell competition
was highly variable. When we used an initial transfected
population of 6% an increment of transfected cells after pos-
itive selection was obtained and their distribution was more
homogeneous in the tumors and among MTX-treated tumors.
In this way we achieved a proportion of transfected cells to
nontransfected cells that was sufficient to decrease tumor
growth in treated mice in a model without any bystander
effect. Fourth, although HCT116DHFR-TK-GFP cells are
sensitive to GCV in vitro (Fig. 2B) and in vivo (Fig. 6), this
model did not show any bystander effect. In vitro this lack of
bystander effect is clear from the presence of a parental cell
monolayer that remains intact around the plaques left by the
dying colonies of transfected cells (Fig. 4A). In a bystander
effect experiment mixing HCT116DHFR/TK-GFP cells with
HCT116-RFP cells at various proportions, we confirmed
in vitro that transfected cells could not induce the death of
nontransfected cells on GCV treatment (data not shown).
Moreover, tumors containing 50% HCT116DHFR/TK-GFP
cells plus 50% HCT116-RFP cells continued growing after
GCV treatment, confirming the absence of any bystander ef-
fect in this tumor model in vivo. Therefore, although we had
effective positive selection, and transfected cells were indeed
sensitive to the prodrug, a bystander effect would be required
to eliminate all the tumors. In any case, it is also important to
note the statistically significant therapeutic effect obtained
with a positive and negative selection strategy in a model
without any bystander effect (Fig. 7B).

We are now applying this positive-negative selection sys-
tem to a tumor model that has a higher bystander effect of
HSV-TK/GCV therapy because of high content of gap junc-
tions (Carrio et al., 2001). In this model the observed increase
from 1% to more than 15% TK-positive cells that occurred
during the positive selection period could be enough to
eradicate all tumors. Burrows and colleagues (2002) presented
the TK bystander effect as a percentage of dye transfer in eight
glioma cell lines (mean, 65.3; SE, 8.0), seven melanoma cell
lines (mean, 45.8; SE, 9.3), and nine colorectal carcinoma cell
lines (mean, 12.2; SE, 7.1) including HCT116. Dye transfer-
quantified gap junction intercellular communication is
implicated directly in the efficacy of the bystander effect
(Nicholas et al., 2003). HCT116 had a low level of gap junc-
tions, in accordance with the lack of bystander effect we have
observed. To further increase the bystander effect of TK we
are also exploring the use of TK modified with the HIV Tat
protein transduction domain (Cascante et al., 2005).

Alternatively, other genes for positive-negative in vivo se-
lection may be used. Unger and colleagues have reported a
similar strategy to enrich tumor cells before suicide gene
therapy (Unger et al., 2007). A fusion gene of cytosine deam-
inase and uracil phosphoribosyltransferase (FCUI fusion
gene) was used along with N-(phosphonacetyl)-L-aspartate
(PALA) and cytosine to enrich the transfected cells. 5-
Fluorocytosine (5-FC) was used as a prodrug for negative
selection of transfected cells. Starting from subcutaneous tu-
mors with a 6% proportion of transfected cells, the adminis-
tration of PALA and cytosine to mice resulted in foci of
transfected cells that were more evident than without those
drugs. As in our case, the intratumoral distribution was het-
erogeneous. In vivo 5-FC treatment after PALA—cytosine en-
richment successfully decreased tumor growth, although not
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completely. Our results with tumors with 6% transfected cells
treated with MTX and GCV showed similar results. It is ex-
pected that the sensitivity of a given cell line to PALA or MTX
and to the activated 5-FC or ganciclovir will determine whe-
ther FCU1 or the DHFR/TK fusion gene is a better option for
this type of therapy. Clearly, our in vivo increase from a 1%
proportion to more than 15% transfected cells is substantial
and this increase leads to a therapeutic effect after negative
selection with GCV. We suggest that the major limitation with
the DHFR/TK system has been the absence of any bystander
effect in the HCT116 model.

In general, the proper selection of candidate genes for
positive and negative selection must take into account sev-
eral parameters. For safety, the gene used for positive se-
lection should not confer resistance to a drug used in the
clinical management of the tumor to be treated. For exam-
ple, as MTX may be used in lymphoma treatment, DHFR
should not be used for positive selection in this tumor type
because it would confer resistance to MTX if the gene
therapy was given previous to or concomitant with the
chemotherapy. If the competition gene therapy were applied
after MTX-based chemotherapy, relapsed tumors would al-
ready be resistant to MTX and there would not be any
possibility for positive selection. Although a fusion gene
such as DHFR/TK may be used in an effort to minimize the
possibility of conferring positive selection without the ac-
companying suicide mechanism, one cannot ensure that the
TK gene becomes nonfunctional by mutation, and then MTX
resistance would pose a problem to the established clinical
treatment. For these reasons MTX positive selection may be
an option for tumors other than lymphomas. On the other
hand, competition gene therapy must confer resistance to a
drug that has a negative effect in the nontransduced part of
the tumor, although such a drug is not used in the clinical
treatment. It is possible to choose genes that confer resis-
tance to drugs used as third or later lines of treatment. In
colon carcinoma, it would not be appropriate to confer
resistance to 5-FU, oxaliplatin, leucovorin, irinotecan, cape-
citabine, and mitomycin C, but it might be considered
acceptable to use aldehyde reductase or alkylguanine DNA-
transferase to provide resistance to alkylating agents such as
cyclophosphamide. Although suicide genes such as TK can
induce a bystander effect in models with gap junctions, se-
lecting genes for negative selection that do not depend on
gap junctions should improve the prospects of the positive—
negative selection strategy.

We have focused on the process of positive—negative se-
lection after establishing tumors with 1 or 6% transfected cells.
A pending question for this treatment concerns how the se-
lecting genes are going to be delivered to tumors. Transfection
needs to be stable, either by genomic integration or episomal
replication and segregation to daughter cells. The pEPI-
DHFR/TK plasmid presented here contains these later ele-
ments and it could be used in combination with nonviral
vectors such as tumor-targeted liposomes to test the compe-
tition—suicide strategy after systemic delivery. For a higher
transduction rate several viral vectors could be used such as
adeno-associated virus (AAV) (Hacker et al., 2005) or helper-
dependent adenoviral vectors containing Epstein—Barr virus
(EBV) episomal replication elements (Dorigo et al., 2004;
Kreppel and Kochanek, 2004) or adeno-transposons (Yant
et al., 2002).



COMPETITION-SUICIDE GENE THERAPY

In conclusion, we prove the concept that a fusion gene,
which confers a selective advantage and a suicide mechanism,
can be used for competition-suicide cancer gene therapy in
which gene-modified cells outcompete tumor cells (positive
selection) and are later eliminated (negative selection).

New drug resistance genes should be tested to improve
positive selection in vivo and new prodrug-converting genes
should be tested to improve the bystander effect and negative
selection in vivo.
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RESULTADOS

El adenocarcinoma pancreético humano presenta un prondstico muy desfavorable debido a
su agresividad, a la frecuente presencia de metastasis en el momento del diagnostico y a la
ausencia de terapias efectivas para su tratamiento. Entre las terapias experimentales, la terapia
génica suicida ha sido propuesta para el tratamiento de este tipo de tumores. Aun asi, la eficacia
de esta estrategia en la clinica ha sido muy limitada debido, principalmente, al bajo niumero de
células tumorales modificadas con genes suicidas en pacientes.

En este segundo articulo proponemos aplicar la estrategia de seleccidén positiva-negativa en
un modelo de cancer de pancreas. Para ello, se utiliz el gen de resistencia a multidrogas MDR1,
como marcador de seleccién positiva, y el gen suicida TK, como marcador de seleccién negativa.
Con la finalidad de detectar las células modificadas por microscopia de fluorescencia, estas
células se marcaron con el gen de la GFP.

Las células NP18-MDR/TK mostraron una sobreexpresion de la pGP, el producto del gen
MDR1, y una resistencia a docetaxel in vitro e in vivo. Esta resistencia a la droga de seleccion
permitié enriquecer de 6 a 8 veces la proporcién de células modificadas en tumores mixtos con
células parentales NP18. Por otro lado, el estudio del sistema TK/GCV en esta linea tumoral
mostré un potente efecto colateral, tanto in vitro como in vivo. Dicho efecto permitié eliminar un
cultivo mixto con solo un 12.5% de células NP18-MDR/TK y la regresién completa de los tumores
con un 25% de dichas células.

La estrategia combinada de la seleccion positiva y negativa a partir de tumores con un 4% o
un 10% de células modificadas mostré una eficacia antitumoral superior a la obtenido con la
terapia suicida per se. En el caso de los tumores formados por un 10% de células modificadas,
después de la seleccion positiva con docetaxel y de la seleccidon negativa con GCV, se consiguio

la regresion completa los tumores.
Esta aproximacion confirma que el enriguecimiento en el tumor de las células modificadas

con el gen suicida TK puede compensar los bajos niveles de transduccién de los vectores de

transferencia utilizados en la clinica.
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Positive selection of gene-modified cells increases the efficacy
of pancreatic cancer suicide gene therapy
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Abstract

Thymidine kinase (TK)-mediated suicide gene therapy has
been considered for the treatment of pancreatic cancer.
However, despite a bystander effect, the proportion of
transduced tumor cells has proven too low to result in ef-
ficacy. We propose the use of a drug-selectable marker
(MDR1) to enrich TK-expressing cells using chemothera-
py. This enrichment or positive selection phase may in-
crease the efficacy of suicide gene therapy. To test this
strategy, we generated stable NP18MDR/TK-GFP trans-
fectants and showed docetaxel resistance in vivo. Mixed
tumors of MIDR/TK-expressing cells and parental NP18
cells were established and docetaxel was used to increase
the proportion of TK-expressing cells. After this positive
selection phase, suicide gene therapy with ganciclovir
was applied. Upon positive selection, the proportion of
TK-expressing cells increased from 4% to 22%. Subse-
quent suicide gene therapy was more effective compared
with a control group without positive selection. Starting
with 10% of TK-expressing cells the positive-negative se-
lection strategy completely inhibited tumor growth. Taken
together, these results suggest that a positive-negative
selection strategy based on MDR and TK genes repre-
sents an efficient way to increase the proportion of TK-
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expressing cells in the tumor and the efficacy of TK-
mediated suicide gene therapy. [Mol Cancer Ther
2009:8(11): 3098-107]

Introduction

Pancreatic cancer is the fourth leading cause of cancer-related
death in most industrialized countries, with an average sur-
vival after diagnosis of 3 to 6 months (1). Conventional
treatments for pancreatic cancer are scarcely effective, and
the development of new therapeutic approaches is of major
interest. Suicide or prodrug-converting cancer gene therapy
may represent a good approach if potent inducers of cell
death and efficient gene transfer systems are found. The her-
pes simplex virus thymidine kinase (HSV-TK) gene is the
prodrug-converting gene therapy system most widely used
in suicide gene therapy (2). Expression of HSVTK within tu-
mor cells selectively sensitizes them to the antiviral agent
ganciclovir. The basis of the selective sensitivity is caused
by preferential monophosphorylation of nontoxic ganciclo-
vir by the viral thymidine kinase gene (TK). Cellular kinases
further phosphorylate the drug into triphosphaste forms
that become incorporated into nascent DNA, inhibiting
DNA synthesis and leading eventually to cell death (3). In
addition to selective sensitization, a further advantage of
this system is the bystander cytotoxic effect on nontrans-
duced cells associated with intercellular transfer of phos-
phorylated ganciclovir to surrounding cells (4). This
suicide gene therapy has shown therapeutic efficacy in pre-
clinical studies (5), but poor gene transfer efficiency has lim-
ited clinical efficacy (6). Better delivery vectors (3) or cell
carriers (7, 8) may allow the transfer of enough suicide
genes to eliminate all tumor cells. A new approach to im-
prove suicide therapy efficacy is based on conferring a selec-
tive advantage to transduced cells (9, 10).

Conventional chemotherapy is the standard treatment for
most types of advanced cancers. Docetaxel has been widely
used in the treatment of cancers, including advanced pancre-
atic adenocarcinoma (11). Unfortunately, the initial response
to this agent may be hampered by the development of
multidrug-resistant cells (12). Multidrug resistance was first
described in 1970 after selection in Chinese hamster ovarian
cancer cells exposed to increasing concentrations of actino-
mycin D (13). The resistance to chemotherapy has been
termed “intrinsic” when the tumor initially fails to respond
to anticancer agents and “acquired” when failure occurs
after exposure to chemotherapeutic agents to which they
are initially sensitive. Both intrinsic and acquired drug resis-
tance can be obstacles to pancreatic adenocarcinoma chemo-
therapy (12). The most important cause of chemoresistance
is the intrinsic or acquired overexpression of multidrug
resistance genel (MDRI; ref. 12). MDRI1 encodes the
membrane-bound P-glycoprotein, which was associated
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with poor prognosis (14). However, negative MDR1 expres-
sion in a tumor does not necessarily guarantee the success of
chemotherapy, because during tumor progression, or due to
the effect of treatment itself, the P-glycoprotein may be in-
duced (15). On the other hand, multidrug resistant genes
have been used in chemoprotective gene therapy or as select-
able markers in vivo. Human hematopoietic cells have been
transferred with chemoresistant genes to protect bone mar-
row from the adverse effects of high-dose chemotherapy
(16). To confer biosafety to this strategy, hematopoietic cells
were transfected with a vector coexpressing MDR1 and TK
genes, which offers the possibility to kill undesirable MDR-
transfected tumor cells (17).

Pancreatic carcinoma cell lines, like other neoplasms, are
heterogeneous with regard to their sensitivity to chemother-
apeutic agents and may contain different expressions of
drug-resistant phenotypes (intrinsic chemoresistant cells).
Moreover, malignant cells continuously change their pheno-
type (15), and better adapted tumor cells gain selection
advantages (acquired chemoresistant cells). Some experi-
mental data show that an originally MDRI-negative tumor
may induce overexpression of MDR1 and become resistant
after chemotherapeutic treatments (18). The acquired resis-
tance usually arises several weeks after treatment. In this
time-window tumor cells that have intrinsic MDR1 over-
expression or that induce it faster show a proliferative ad-
vantage against sensitive tumor cells.

We aimed to use the MDRI gene as a drug selectable
marker to confer a selective advantage to TK-expressing cells
to increase their proportion in the tumor. Under chemother-
apy, MDR/TK expressing cells should be enriched, and a
later ganciclovir treatment should be more efficacious. To
apply this strategy in a poor prognostic tumor type, a pan-
creatic adenocarcinoma model sensitive to docetaxel was
used. Starting with tumors with 10% of TK-expressing cells,
after chemotherapy treatment, modified cells colonized the
entire tumor and suicide therapy eradicated tumors.

Materials and Methods

Cell Culture and Reagents

The human pancreatic adenocarcinoma cell line NP18
was established in our laboratory (19) and grown in DMEM
containing 5% fetal bovine serum and 1% of penicillin and
streptomycin (P/S). Cells were maintained at 37°C and 5%
CO; in a humidified atmosphere and were periodically test-
ed for mycoplasma. Taxotere (docetaxel) was provided by
Sanofi Aventis S.A.. A 10 mg/mL stock solution was pre-
pared in a polysorbate buffer according to the manufac-
turer's protocols and dilutions were made in PBS.
Ganciclovir was provided by Roche Diagnostics. A stock so-
lution at 100 mg/mL and dilutions were prepared in PBS.

Generation of Stable NP18MDR/TK-GFP Cells

NP18 cells were seeded in a 6-well plate and transfected
24 h later with 3 pg of retroviral expression vector pHaMDR/
AMSHa [kindly provided by Josep Aran, Institut d'Inves-
tigacions Biomediques de Bellvitge (IDIBELL), Barcelona,
Spain; ref. 20] using FuGENE 6 transfection reagent (Roche
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Diagnostics) according to the manufacturer's proto-
cols. PHaMDR/AMSHa plasmid had MDRI gene in a
backbone of a Harvei retrovirus. Transfected cells were in-
cubated with 4 ng/mL of docetaxel for 10 d to generate
NP18 docetaxel-resistant cells.

To obtain TK-expressing cells, NP18MDR cells were
seeded in a 6-well plate, transfected 24 h later with 3 pg
of pEPI-DHFR/TK plasmid, generated in our laboratory,
with FuGENE 6 transfection reagent according to the man-
ufacturer's protocols and selected with 0.625 umol/L of
methotrexate (MTX) and 4 ng/mL of docetaxel. To label
NP18MDR/TK with green fluorescent protein (GFP), the
packaging cell line PA317DsGFP (kindly provided by
Fernando Larcher, Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnolégicas, CIEMAT, Madrid,
Spain) was used to produce a Moloney leukemia vector
expressing GFP. Cells were grown in DMEM 10% fetal bo-
vine serum, and medium was replaced when cells reached
70% to 80% of confluence and PA317DsGFP conditioned
medium was used to infect NP18MDR/TK cells in the
presence of 8 ng/mL of Polybrene (Sigma-Aldrich) and
DMEM 5% fetal bovine serum. Twelve hours after infec-
tion, medium was replaced with fresh medium and cells
were seeded in a 96-well plate at 2 to 3 cells/well and
incubated with 0.625 umol/L of MTX and 4 ng/mL of
docetaxel. After 21 d of selection and under fluorescent
microscopy we obtained NP18MDR/TK-GFP clones.

In vitro Characterization of NP18MDR and NP18MDR/
TK-GFP Cells

To examine the expression of human P-glycoprotein on
the cell surface of N18, NP18MDR and NP18MDR/TK-
GEFP cells, fluorescence activated cell sorting (FACS) analy-
sis was used in which cells were incubated with a human
P-glycoprotein—specific monoclonal antibody MRK16 (21).
Cells (5 x 10°) were trypsinized, washed, and incubated
with MRK16 (10 pg/mL in a volume of 50 pL). After 30
min of incubation cells were washed twice with PBS**
(+Ca**/Mg**)/1% bovine serum albumin and incubated
with Alexa Fluor 647 goat anti-mouse IgG for 1 h (1:300 di-
lution in a volume of 100 pL; Invitrogen Molecular Probes).
After washing twicewith PBS** (+Ca* /Mg?*) /1% bovine se-
rum albumin, cells were resuspended in 300 puL of PBS>*
(+Ca**/Mg**)/1% bovine serum albumin and a minimum
of 50,000 cells were analyzed by flow cytometry (Becton
Dickinson, FACSCalibur system) using 488 nm and 635 nm
lasers and CellQuest Pro software. MDR expression was de-
termined in quadruplicates.

To determine docetaxel sensitivity of NP18, NP18SMDR,
and NP18MDR/TK-GFP transfectants, cells were plated in
96-well plates (5 x 10° cells/well) and incubated with se-
rial dilutions of docetaxel (0, 0.8, 1.5, 3, 6, 12, 24, 49, 97.5,
195, 391, 781, 1,562, 3,125, 6,250, 12,500, 25,000, and 50,000
pg/mL). Cell viability was measured by the MTT assay
kit (Sigma-Aldrich) 7 d after treatment according to the
manufacturer's protocol. The percentage of cell viability
was defined by the equation T/NT x100, where T is the
cell viability of treated cells and NT is the cell viability
of nontreated cells.
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Figure 1. /n vitro characterization of
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NP18MDR and NP18MDR/TK-GFP cells. A, the
expression of human P-glycoprotein on the cell
surface of N18, NP18MDR, and NP18MDR/TK-
GFP cells was determined by FACS analysis.
Cells were incubated with the human P-glyco-

\ protein—specific monoclonal antibody MRK16,

washed, and incubated with Alexa Fluor 647-
goat anti-mouse IgG. A minimum of 50,000
cells were analyzed by flow cytometry. MDR ex-
pression of N18, NP18MDR, and NP18MDR/TK-
GFP cells with Alexa Fluor 647 antibody (/eft)
and with monoclonal antibody MRK16 and
Alexa Fluor 647 antibodies (right) is shown. B,
in vitro docetaxel sensitivity. NP18 (white bars),
NP18MDR (grey bars), and NP18MDR/TK-GFP
cells (black bars) were plated in 96-well plates
and were incubated with serial dilutions of doc-
etaxel (from O to 50,000 pg/mL). Seven days af-
ter treatment cell viability was measured by a
MTT assay kit. The ICgo of NP18, NP18MDR,
and NP18MDR/TK-GFP cells are indicated at
the bottom of the figure. Bars, +SD.
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In vivo Docetaxel Sensitivity of NP18 and NP18MDR/
TK-GFP Cells

To check in vivo docetaxel sensitivity of NP18 and
NP18MDR/TK-GFP cells, s.c. xenografts were established
into the flanks of 4- to 8-week-old male BALB/c nu/nu mice
by inoculation of 2 to 4 x 10° NP18 cells or NP18MDR/TK-
GEFP cells. The animals were hosted in the animal facility
of the Institut d'Investigacions Biomediques de Bellvitge
(IDIBELL), in Barcelona, Spain (Association for Assessment
and Accreditation of Laboratory Animal Care International,
AAALAC unit 1155) and were kept and manipulated in ac-
cordance with recommendations of IDIBELL's Ethical Com-
mittee of Animal Experimentation. Once tumors reached
100 to 200 mm?, the animals started docetaxel treatment
(25 mg/kg ip once every week for 2 wk) or PBS treatment
(n = 8-10). They were measured two or three times weekly.
Tumor volume was calculated according to the equation V
(mm®) = 7/6 WL? where L and W are length and width of
the tumor, respectively, +SE. The significance of differences
in tumor volume rate between treatment group and control
group was assessed by the unpaired Student's f test.

In vivo Positive Selection with Docetaxel

To allow for in vivo positive selection two different initial
proportions of NP18MDR /TK-GFP cells were used. S.c. xe-
nografts were established into the flanks of 4- to 8-week-old
male BALB/c nu/nu mice by inoculation of a mixture of 2 to
4 x 10° cells containing 4% or 10% of NP18MDR/TK-GFP
cells mixed with 96% or 90% of parental NP18 cells, respec-
tively. Once tumors reached 100 to 200 mm?, the animals
were randomly distributed in two groups (docetaxel and
PBS; n = 14). Then the animals were treated with PBS or
with docetaxel (25 mg/kg ip once every week) for 2 wk
in mice with tumors with an initial proportion of 4%
NP18MDR/TK-GFP cells or 3 wk in mice with 10%
NP18MDR/TK-GFP tumors. Tumors were measured two
or three times weekly until they began to regrow. Tumor
volume was calculated as above. Percentage of tumor
growth was defined by the equation [(V-V()/V,] x 100,
where V), is the tumor volume on day 0 after starting the
treatment. The significance of differences in tumor growth
rate between treatment group and control group was as-
sessed by the unpaired Student's f test. At the beginning
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of docetaxel treatment (1 = 4-6) and after the positive selec-
tion phase (1 = 14) animals were sacrificed and tumors were
excised and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS over-
night. After washing with PBS, the tumors were incubated
with sucrose 5% in PBS (2 h) and sucrose 30% in PBS (over-
night). Then the tumors were cryopreserved with OTC em-
bedding medium (Miles Laboratories, Elkhart, IN) and
cryosectioned at 5 pm with a cryotome (Global Medical In-
strumentation, Shandon Cryotome Cryostat). Sections were
mounted with mounting medium with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (Vectashield, Vector Laboratories, Inc.) and
GFP expression was viewed using a fluorescent microscope
(Olympus BX51). GFP quantification was done on three
fields (x100) of each section by an external observer blind
to the source of the samples. Representative images (x100)
were taken from different tumors of each group.

In vitro Ganciclovir-Sensitivity of NP18 and
NP18MDR/TK-GFP Cells

NP18 and NP18MDR/TK-GFP cells were plated in 96-
well plates (5 x 107 cells/well) and were incubated with se-
rial dilutions of ganciclovir (0, 0.2, 0.6, 1.3, 2.5, 5, 10, 20, 40,
and 80 pg/mL). Cell viability was measured by the MTT
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Figure 2. /n vivo docetaxel sensitivity of NP18 and NP18MDR/TK-GFP

cells. A, in vivo docetaxel sensitivity in NP18 tumors. S.c. xenografts
were established by inoculating NP18 cells in nude mice. Once tumors
were established, the animals started docetaxel (black squares) or PBS
(white triangles) treatment (n = 8-10). Arrows, days of docetaxel treat-
ment. Tumor volumes of the docetaxel group and the PBS group are
shown. Bars, +SE. B, in vivo docetaxel sensitivity in NP18MDR/TK-GFP
tumors. S.c. xenografts were established as in the experiment above by
inoculation with NP18MDR/TK-GFP cells. Once tumors were established,
animals started docetaxel (black squares) or PBS (white triangles) treat-
ment (n = 8-10). Tumor volumes of the experimental groups are shown.
*, statistically significant differences (P < 0.05). Bars, +SE.
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assay kit 6 d after treatment according to the manufacturer's
protocol. The percentage of cell viability was defined as in
the previous experiments.

In vitro and in vivo Bystander Effect of NP18MDR/TK-
GFP Cells with Ganciclovir

To allow for negative selection, in vitro and in vivo by-
stander experiments were carried out. NP18 and
NP18MDR/TK-GFP cells were plated in 96-well plates at
different proportions of transfected cells (0, 0.8, 1.5, 3.1,
6.25, 12.5, 25, 50, and 100%; 5 x 10° cells/well) and were
incubated with 10 ug/mL of ganciclovir. Cell viability was
measured by MTT as above 6 d after treatment and the per-
centage of cell viability was defined.

To do a bystander experiment in vivo, s.c. Xxenografts were
established into the flanks of 4- to 8-week-old male BALB/c
nu/nu mice by inoculation of 2 to 4 x 10° NP18 cells,
NP18MDR/TK-GFP cells, or a mixture containing 25% or
50% NP18MDR/TK-GEFP cells mixed with NP18 cells. Once
tumors reached 100 to 200 mm?, the animals were treated
with ganciclovir (50-75 mg/Kg i.p. daily for 14 d; n = 8).
Tumors were measured two or three times weekly.

In vivo Positive Selection with Docetaxel and
Negative Selection with Ganciclovir

The combination of positive and negative selection in vivo
was done using the same proportions of NP18MDR/TK-
GEFP cells as in the previous positive selection experiments.
S.c. xenografts with 4% or 10% of NP1SMDR/TK-GFP cells
were established. Once tumors reached 100 to 200 mm?, the
animals were randomly distributed in four groups (PBS,
ganciclovir, docetaxel plus PBS, or docetaxel plus ganciclo-
vir; n = 10). Then the animals were treated with PBS or with
docetaxel (25 mg/kg ip once every week) for 2 wk in mice
with tumors with an initial proportion of 4% NP18MDR/
TK-GFP cells or for 3 wk in mice with tumors containing
an initial proportion of 10% of modified cells. A control
group that did not receive previous docetaxel treatment
was treated with ganciclovir (50-75 mg/kg i.p. daily for
18 d). Tumors were measured two or three times weekly,
and when they began to regrow and reached 200 to 300
mm? the animals were also treated with ganciclovir (50-75
mg/Kg i.p. daily for 18 d). At the end of the experiment
some tumors of the docetaxel plus ganciclovir group were
excised, and tumor cells were extracted by mechanical dis-
ruption and plated. GFP-expressing cells were quantified
for each tumor in a fluorescence microscope. Then the cells
were plated in 96-well plates (5 x 10° cells/well) and incu-
bated with ganciclovir (10 pg/mL). Cell viability was mea-
sured by MTT 6 d after treatment and the percentage of cell
viability was determined.

Results

In vitro Characterization of NP18MDR and NP18MDR/
TK-GFP Cells

We generated the NP18MDR /TK-GFP cell line to achieve
positive-negative selection of transfected cells. The MDR
gene was transfected to allow for positive selection with
docetaxel and TK to confer sensitivity to ganciclovir. To
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facilitate the follow-up of the selected cells, NP1SMDR/TK
cells were transduced with GFP recombinant retrovirus
(NP18MDR/TK-GFP). We first determined the expression
of human P-glycoprotein on the cell surface of N18,

NP18MDR, and NP18MDR/TK-GFP cells. FACS analysis
shows P-glycoprotein overexpression in NP18MDR
and NP18MDR/TK-GFP cells compared with NP18 cells
(Fig. 1A).
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Figure 3. /n vivo positive selection with docetaxel. A, a mixture containing 4% or 10% of NP18MDR/TK-GFP cells and 96% or 90% parental NP18
cells, respectively, were injected s.c. in nude mice. Once tumors were established, the animals were randomly distributed in two groups (n = 14): doc-
etaxel (DOCE; black squares) and PBS (white triangles). Docetaxel treatment started when tumors were established. Arrows, days of docetaxel treatment.
Tumor growth of the experimental groups is shown. *, statistically significant differences with control group (P < 0.00001). Bars, +SE. B, increase of
NP18MDR/TK-GFP cells in tumors after positive selection with docetaxel. At the beginning of the treatment (n = 4—6) and after positive selection with
docetaxel (n = 14) the animals were sacrificed and tumors were processed for fluorescent microscope. Sections were analyzed and GFP expression was
viewed and quantified using a fluorescent microscope. The proportion of GFP cells of experimental groups is shown. Bars, +SD. C, three images (x100) of
three representative tumors from each group.
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Figure 4. Negative selection with ganciclo- A 120 -
vir. A, in vitro ganciclovir sensitivity. NP18
(white bars) and NP18MDR/TK-GFP cells (black 100 4

bars) were plated in 96-well plates and were
incubated with serial dilutions of ganciclovir
(0—80 pg/mL). Six days after treatment, cell via-
bility was measured by MTT. The ICso of NP18
and NP18MDR/TK-GFP cells are indicated at the
bottom of the figure. Bars, +SD. B, in vitro by-
stander effect of NP18MDR/TK-GFP cells with
ganciclovir. NP18 and NP18MDR/TK-GFP cells
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To determine if this overexpression of P-glycoprotein con-
ferred docetaxel resistance, an in vitro sensitivity experiment
to docetaxel was done with parental and modified cell lines
and ICsg was calculated. The IC59 was 23 ng/mL in
NP18MDR cells and 28.2 ng/mL in NP18MDR/TK-GFP
cells, whereas it was 0.3 ng/mL in parental NP18 cells
(Fig. 1B). These results indicate that NP18MDR/TK-GFP
cells are 100 times more resistant to docetaxel than NP18
cells and that under docetaxel treatment, modified cells
should have a proliferative advantage with respect to
NP18 cells (positive selection). NP18 and NP18MDR/TK-
GFP cells were treated with different concentrations of other

chemotherapies such as doxorubicine and etoposide, and
they also showed a proliferative advantage compared with
NP18 cells (data not shown).

In vitro and in vivo Docetaxel Sensitivity of NP18 and
NP18MDR/TK-GFP Cells

To assess the selective pressure achieved in vivo with
docetaxel in our NP18 model, we first determined the
docetaxel sensitivity of NP18 cells in vivo. Mice with
NP18-implanted tumors were treated with 25 mg/kg of
docetaxel i.p. once every week for 2 weeks and showed
statistically significant reduction of tumor size (P < 0.05;
Fig. 2A). During docetaxel treatment weight loss did not
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exceed 10% of body weight, no mice died, and there were
no gross signs of toxicity.

To do a preliminary test of the growth advantage of the
NP18MDR/TK-GFP cells under selective pressure, we de-
termined whether NP18MDR/TK-GFP cells were resistant
to docetaxel in vivo. Mice with NP18MDR /TK-GFP tumors
were treated with docetaxel, and no reduction of tumor size
was observed (Fig. 2B). These preliminary experiments
showed that NP18 cells were sensitive to docetaxel and that
NP18MDR/TK-GEFP cells were resistant. These results sug-
gested that positive selection might be done in mixed tu-
mors with NP18 and NP18MDR/TK-GFP cells.

In vivo Positive Selection with Docetaxel

To allow for positive selection in vivo, we established
NP18 s.c. tumors containing 4% or 10% of NP18MDR/TK-
GFP cells. The animals were distributed randomly in two
groups and were given docetaxel or PBS. Tumor growth

>
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Tumor volume (mm3)

in the docetaxel-treated group was statistically lower com-
pared with the control group (Fig. 3A; P < 0.00001). The
positive selection phase was considered as the period be-
tween the beginning of the docetaxel treatment and the time
the tumors regrew. During this period, NP18SMDR /TK-GFP
cells should have a proliferative advantage compared with
parental NP18 cells resulting in tumor repopulation by
MDR/TK-expressing cells. To evaluate the enrichment of
NP18MDR/TK-GFP cells during the positive selection, tu-
mor sections were analyzed by fluorescent microscopy
and the percentage of GFP cells was estimated in the tumors
of the docetaxel or PBS group (Fig. 3B). A clear enrichment
of GFP-positive modified cells upon docetaxel treatment
from 4% and 10% until more than 20% and 80%, respective-
ly, was observed, whereas tumors in the PBS group main-
tained the initial proportion of GFP-expressing cells.
Figure 3C shows three images (x100) of three representative
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taxel group and PBS group (P < 0.0004). After pos-
itive selection animals were treated with ganciclovir.
*, statistically significant differences between doc-
etaxel plus ganciclovir and docetaxel plus PBS (P <
0.04). Bars, +SE. B, s.c. xenografts were estab-
lished in nude mice by inoculation of a mixture con-
taining 10% of NP18MDR/TK-GFP cells. Once
tumors were established, the animals were random-
ly distributed in four groups (n = 14): PBS (white
triangles), ganciclovir (black diamonds), docetaxel
plus PBS (white squares), and docetaxel plus ganci-
clovir (black spheres). Docetaxel treatment started
when tumors were established, and the positive se-
lection phase was considered as the period between
the start of the docetaxel treatment and the time
when tumors regrew. Arrows, days of docetaxel
treatment. Tumor volume is shown. *, statistically
significant differences between docetaxel group

* %k k% %k 'k ! ! '

and PBS group (P < 0.0004). A control group

0 10 20 30 Days 40 50 60 70 was treated only with ganciclovir. #, statistically
4 ’ 4 w significant differences between ganciclovir group
N __“/ and PBS group (P < 0.0006). After positive selec-
tion animals were treated with ganciclovir. *, statis-

POSITIVE SELECTION NEGATIVE SELECTION tically significant differences between the docetaxel

WITH DOCETAXEL

WITH GCV

plus ganciclovir group and the docetaxel plus PBS
group (P < 0.0005). Bars, +SE.

Mol Cancer Ther 2009;8(11). November 2009



tumors from the pretreated group (animals before docetaxel
treatment) compared with three tumors from the docetaxel
group (tumors after positive selection) and from the PBS
group.

Negative Selection with Ganciclovir

Once positive selection was achieved, the in vitro ganci-
clovir sensitivity of NP18 and NP18MDR/TK-GFP cells
was assessed. The NP18MDR /TK-GFP cells were sensitive
to ganciclovir (ICsy <0.3 pg/mL) whereas the parental NP18
cells were not (ICsp = 54 pg/mL; Fig. 4A). We observed a
slight decrease in cell viability of parental NP18 cells in-
cubated with ganciclovir (concentrations between 0.3 and
20 pg/mL). To evaluate the potency of the TK/ganciclovir
system a bystander effect experiment was done in vitro.
More than 60% of the cell culture was eliminated with only
3.1% of NP18SMDR/TK-GFP cells in the monolayer; with
12.5% of the modified cells, 90% of the cells were dead
(Fig. 4B). These in vitro results indicate that NP18MDR/
TK-GFP cells could be used for negative selection with gan-
ciclovir. To assess if the proportion of NP18SMDR /TK-GFP
cells achieved after positive selection (22% and 80% from
4% and 10% initial modified cells, respectively) could elim-
inate tumors in vivo, a bystander effect experiment was
done. Mice with implanted tumors containing a mixture of
different proportions of NP18SMDR /TK-GFP and NP18 cells
were treated with ganciclovir. A clear bystander effect was
observed in all mixed tumors (50% and 25% NP18MDR/
TK-GFP cells; P < 0.05; Fig. 4C). During ganciclovir treat-
ment, weight loss did not exceed 10% of body weight, no
mice died, and there were no gross signs of toxicity.

This in vivo bystander effect experiment showed that the
proportion of NP18MDR/TK-GFP cells achieved after pos-
itive selection was enough to induce a strong bystander ef-
fect on nonmodified NP18 cells and to abrogate tumor
growth. We then did a therapy based on positive-negative
selection of modified cells.

In vivo Positive and Negative Selection Strategy

To assess the potency of our positive-negative selection
therapy we carried out an experiment with the two different
proportions of gene-modified cells used in the positive se-
lection experiments. We established NP18 s.c. tumors con-
taining 4% or 10% of NP18MDR/TK-GFP cells. The
animals were distributed randomly in groups and were
given docetaxel or PBS. As in the positive selection experi-
ments, tumor volume in the docetaxel group was statistical-
ly lower compared with the control group (Fig. 5A and B;
P < 0.0004). After this phase animals were treated with
ganciclovir. Ganciclovir treatment should eliminate
NP18MDR/TK-GEFP cells and induce a bystander effect that
leads to the death of surrounding NP18 cells (negative selec-
tion). Ganciclovir treatment without a previous positive se-
lection period (ganciclovir group) did not have any
therapeutic effect in tumors with an initial proportion of
4% of modified cells. In the experiment with an initial pro-
portion of 10% of modified cells, the tumor volume of the
ganciclovir group was statistically different compared with
the control group (P < 0.0006; Fig. 5B). Despite this early
therapeutic effect, tumors of this group began to regrow
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at day 22, and the animals were sacrificed at day 32 for eth-
ical reasons. This indicates that 10% of modified cells homo-
genously distributed in the tumor were not enough to
eliminate all the tumor cells in the absence of a positive se-
lection period. As we expected, the positive selection phase
increased the proportion of modified cells in tumors. Upon
ganciclovir treatment, this enrichment resulted in a higher
therapeutic efficacy (Fig. 5A; P < 0.04), allowed an almost
complete regression of tumors, and avoided tumor relapse
(Fig. 5B; P < 0.0005). No additional toxicity was observed
associated with combined treatment with docetaxel plus
ganciclovir. To understand why tumors did not disappear
completely, the remaining cells from tumors after positive
and negative selection were extracted and plated from re-
maining tumors. The proportion of GFP-expressing cells
was determined by fluorescence microscopy, and tumors
with different proportions of GFP-expressing cells were an-
alyzed. The sensitivity to ganciclovir was tested for different
disaggregated tumors, and the results showed that GFP-
modified cells remained ganciclovir sensitive (data not
shown). Tumors without GFP-expressing cells were also an-
alyzed, and the morphology of the remaining cells sug-
gested that they were fibroblasts (data not shown).

Discussion

Suicide gene therapy efficacy depends on the transduction
of a high proportion of tumor cells and a strong bystander
effect in vivo. Although many groups are improving the de-
livery vectors [adenovirus (3), retrovirus and cell carriers
(22)] and bystander effect of suicide genes (23) to increase
their therapeutic effect, the results of clinical trials indicate
a need for greater efficacy (24).

We provide proof of principle that a selectable marker
such as MDR1 could be used to compensate the poor gene
transfer of suicide genes in vivo, allowing an enrichment of
modified tumor cells and improving suicide therapy effica-
cy. In this way, chemoresistant genes could be used for pos-
itive selection of suicide gene sensitive cells in vivo. Our
selectable marker was P-glycoprotein, the MDR1 gene prod-
uct, that confers resistance to a variety of chemotherapeutic
agents like anthracyclines, vinca alkaloids, epipodophylo-
toxins, and taxane, but not to gemcitabine and 5-fluoroura-
cil, which are the only agents clinically useful against
pancreatic cancer (25). On the contrary, P-glycoprotein in-
creases sensitivity to gemcitabine, which is the current
first-line therapy for pancreatic cancer (26). Thus, the use
of MDR1 as a drug selectable marker in this type of cancer
may be a reasonable option from a clinical point of view.
In addition, multidrug-resistant cells do not show cross-
resistance to the TK/ganciclovir system (17), so the
MDR1/TK combination is safe.

The positive-negative selection strategy was tested in a
pancreatic adenocarcinoma model because this tumor type
shows a very bad prognosis and new therapeutic strategies
need to be explored. The NP18 model (19) represents a tu-
mor that is sensitive to docetaxel treatment. Classic che-
motherapies such as docetaxel have been in disuse in
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pancreatic cancer because they did not show any benefit in
patient survival. However, we expect that the cytotoxic ef-
fect of these chemotherapies is sufficient to induce a replace-
ment of tumor cells (9). Our hypothesis is based on the
evidence that under chemotherapy, resistant tumor cells re-
place sensitive cells very efficiently. In a clinical setting, this
quick replacement prevents any patient survival improve-
ment, but in our positive selection with docetaxel we aimed
to replace chemosensitive tumor cells with ganciclovir-
sensitive cells. Moreover, the NP18 tumor model was also
sensitive to doxorubicin and etoposide, whereas MDR1/
TK cells were resistant to these agents (data not shown).
These results suggest that in our NP18 model different che-
motherapies could be used to carry out positive selection
with the MDR1 genes. This approach only requires tumors
to be sensitive to a drug that is not used in the standard clin-
ical treatment. Hence, this strategy could be done in other
types of cancer such as colon, ovarian, lung, prostate, breast,
and liver cancers to eliminate acquired chemoresistant tu-
mor cells. Recently, in our laboratory, the positive-negative
strategy was also done with dihydrofolate reductase (DHFR)
as a selectable marker and thymidine kinase as a suicide
gene in a colon cancer model (HCT116) partially sensitive
to MTX (10).

Upon positive selection with docetaxel starting with 4%
and 10% of TK-modified cells, the proportion of TK-modified
cells increased 6- to 8-fold, respectively, whereas no enrich-
ment occurred in PBS-treated controls. According to in vivo
bystander effect experiments mixing cells, tumor growth
could be abrogated with a proportion of only 25% of
TK-expressing cells in the tumor. After positive selection,
we achieved a proportion of 22% of TK-expressing cells
from the 4% initial proportion. However, tumor growth
could not be abrogated with ganciclovir with such a 22%
of modified cells. One explanation could be that the en-
richment of TK-expressing cells was not homogeneous in
all the tumors compared with the mixing experiments.
The enrichment of TK-expressing cells was more homoge-
neous starting with 10% of NP18MDR/TK-GFP cells than
with 4%. In this experimental setting and after positive
and negative selection we could abrogate tumor growth
of all the tumors upon ganciclovir treatment.

The positive-negative selection strategy has a precedent
in the work of Unger and collaborators (9). A fusion gene
of cytosine deaminase (CD) and uracil phosphoribosyl
transferase (UPRT; FCU1 fusion gene) was used along with
N-(phosphonacetyl)-L-aspartate (PALA) and cytosine to en-
rich the transduced cells. 5-Fluorocytosine was used as a
prodrug for negative selection of transduced cells. Starting
from s.c. tumors with a 6% proportion of modified cells, the
administration of PALA and cytosine to mice allowed an en-
richment of 5-fluorocytosine—sensitive cells and a decreased
tumor growth after 5-fluorocytosine treatment. Some differ-
ences between our work and such strategy are worth dis-
cussing. To confer positive selection the PALA-cytosine
strategy required PALA and cytosine to reach the tumor
mass. Although high levels of cytosine plasma levels were
obtained in vivo they decreased very fast. Therefore, the

time frame in which both agents are available limits the
ability of cytosine to rescue PALA-induced toxicity. On the
other hand, our approach only used one agent for positive
selection. Furthermore, although modified cells grew clonal-
ly, our strategy resulted in an almost complete replacement
of tumor cells by ganciclovir-sensitive cells in vivo and in a
more effective suicide therapy. In Unger's strategy, CD and
UPRT genes (FCU1 fusion gene) are involved in both posi-
tive and negative selection. A fusion gene confers a safer
strategy but precludes the possibility to change the positive
selection gene in tumors with an intrinsic resistance to
PALA. On the other hand, in our strategy, the use of differ-
ent genes to confer positive (MDR1, dihydrofolate reduc-
tase, multidrug resistance proteinl) and negative [TK,
FCU (9), cytocrome P450 2B1 (27), nitroreductase (28)] selec-
tion facilitates the change of selectable markers based on the
sensitivity and characteristics of the tumor to be treated. For
example, DHFR confers resistance to MTX, the first-line
therapy for lymphomas. There are also numerous reports
on the activity of MTX against other types of cancer, albeit
their activity has not proven to delay the time to progres-
sion or benefit survival of patients and therefore MTX is
not used in its clinical management. In these types of can-
cers positive selection with MTX could be done to enrich
DHFR /suicide gene cells. The efficacy of the TK/ganciclovir
system is associated with gap junctions (29) and the number
of gap junctions depends on the tumor type (30). Therefore,
suicide genes such as FCU, cytochrome P450, or nitroreduc-
tase that do not depend on cell-cell contact for exporting cy-
totoxic agents can be used for negative selection in tumor
types with low levels of gap junctions such as colorectal car-
cinomas (30). Despite the gap junction dependence, the TK/
ganciclovir system is still a powerful tool in gene therapy.
TK is the reporter gene most commonly used in current
molecular imaging studies that use positron emission to-
mography (31). Therefore, distribution and enrichment of
TK-expressing cells in the tumor could be easily monitored
in a noninvasive manner. Moreover, to confer a safer strat-
egy, the TK gene can also be used as a fusion gene with
selectable genes such as DHFR (32).

One of the risks of using drug selectable markers is the
possible silencing or inactivation of the negative-selection
gene expression. In this case, we would have undesirable
chemoresistant tumor cells. In our experiments we could
not eliminate all tumor cells upon ganciclovir treatment.
One possible explanation is related to the mechanism of cell
death induced by the TK/ganciclovir system. This system
requires cell replication to inhibit DNA synthesis and kill
the transduced cells (3). GFP-expressing tumor cells were
obtained from the remaining tumors of ganciclovir-treated
mice and we confirmed that they maintained ganciclovir
sensitivity in vitro. These results suggest that GFP-expressing
cells were quiescent in ganciclovir-treated mice. Tumors
composed of fibroblasts and connective tissue but without
apparent GFP-expressing cells were also obtained from
tumors of ganciclovir-treated mice. The replacement of
tumor cells by fibroblasts may induce a misleading interpre-
tation of the response to the treatment.
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We have proved here the concept that a drug resistance
gene can be used to enrich suicide gene—expressing cells
in a tumor. Our next main challenge is to transfer the
MDR1/TK construct to tumor cells and transduce them sta-
bly at a level of 10% of transfection. Reasonable options to
transport these genes are episomal plasmids (33), adeno-
transposons, sleeping beauty transposons (34), and lipo-
somes (35). Vector transduction could be also done with
lentiviral or adenoassociated vectors.

In conclusion, the current study proposes a novel strategy
to enrich suicide gene—expressing cells in the tumor mass
and improve the efficacy of suicide therapies.
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RESULTADOS

Por cuestiones de formato dictadas desde el departamento de “Biologia Cel.lular,
Inmunologia i Neurociéncies” el apartado de Resultados de esta tesis doctoral sélo puede
constar de la informacién publicada en forma de articulos cientificos. Para poder incluir los
resultados todavia no publicados, hemos creado un apartado anexo. En el ANEXO II, se
muestran los resultados referentes al uso de células madre y a la seleccion positiva de este tipo

celular en tumores después del tratamiento con una droga de seleccion.

En el ANEXO | se especifican las técnicas utilizadas para realizar dichos experimentos.

87






DISCUSION GENERAL






DISCUSION

1. Justificacién de la seleccion de células modificadas con genes suicidas

La eficacia de la terapia génica suicida depende de la transduccion de una proporcion
elevada de células tumorales y de un potente efecto colateral in vivo. A pesar de las mejoras
enfocadas a incrementar la llegada de los genes suicidas a las células tumorales con vectores
mas eficientes o a aumentar el efecto colateral, las respuestas obtenidas en los ensayos clinicos

con genes suicidas han sido muy modestas.'"

Para aumentar el porcentaje de células modificadas con genes suicidas en el tumor, nos
propusimos conferir una ventaja selectiva a dichas células. Esta ventaja se podia conseguir
mediante oncogenes, que aportasen una ventaja proliferativa a las células modificadas'®, o
mediante genes de resistencia a drogas, que protegieran estas células de una droga de
seleccion. Esta ultima opcidn nos parecidé la mas segura y fue la que utilizamos en la presente
tesis. Los genes de resistencia a drogas han sido ampliamente utilizados para proteger a los
precursores de la médula dsea de los efectos téxicos de las altas dosis de quimioterapia.’ Esta
quimioproteccion induce, de forma indirecta, un enriquecimiento de las células modificadas que
permite reconstituir la médula ésea durante el periodo de seleccion. Ciertos grupos han
aprovechado este enriquecimiento in vivo para aumentar el nimero células modificadas con
genes terapéuticos.’® #** 2% Existen numerosas enfermedades como la B-talasemia o la
enfermedad granulomatosa crénica que requieren de un gran numero de células modificadas
genéticamente para poder revertir la enfermedad. El disefio de vectores que expresen un
marcador de seleccion junto con el gen terapéutico podria ayudar a corregir estas enfermedades

genéticas.??>#%®

En esta tesis doctoral se presenta, por primera vez, la utilizacion de los genes de resistencia
a drogas como marcadores de seleccidon para enriquecer las células tumorales modificadas con
genes suicidas, y mejorar asi la eficacia de la terapia génica suicida después de la
administracion de la prodroga. El disefio de una estrategia de seleccién positiva-negativa

depende de varios factores.

a) El tipo de tumor a tratar: los tumores candidatos deben ser neoplasias con mal prondstico en

las que la primera linea de tratamiento no sea eficaz.

b) El gen de seleccion: dicho gen ha de conferir resistencia a un compuesto que no se utilice en

la practica clinica de ese tipo de tumor.
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c) La droga de seleccién: sugerimos utilizar agentes antitumorales que inducen una respuesta
inicial después de su administraciéon en pacientes, pero que, al no ofrecer un aumento en la

esperanza de vida de dichos pacientes, son descartados de la clinica.

d) El sistema suicida: la eleccion del gen de seleccion negativa depende de las caracteristicas

del tumor a tratar, entre las que destacamos los niveles de uniones gap.

e) El sistema para introducir los genes de seleccion en las células tumorales: en el apartado 5
de esta discusion se sugieren diversos vectores de transferencia génica que podrian ser

utilizados para introducir los genes de seleccion en las células tumorales.

En los siguientes dos apartados, mostramos la prueba de concepto de la seleccion positiva-

negativa mediante dos aproximaciones con tipos de tumor y genes de seleccion diferentes.

2. Seleccidn positiva-negativa de células tumorales modificadas con los genes DHFR y TK

En esta primera aproximacion, escogimos el cancer colorrectal como tumor a tratar porque es
una de las enfermedades neoplasicas mas comunes en los paises desarrollados.??® A pesar de
la mejora de los programas de diagndstico del cancer colorrectal, aproximadamente el 20% de
los pacientes presentan metastasis durante el desarrollo de la enfermedad.?® El 5-fluorouracilo
(5-FU), en combinacién con leucovorina, oxaliplatino o irinotecan (FOLFOX o FOLFIRI) es la
quimioterapia mas efectiva para este tipo de tumor.?*' Aln asi, son necesarias altas dosis de
quimioterapia para inducir una respuesta terapéutica, lo que implica la frecuente aparicion de
efectos secundarios graves. Ademas, a pesar de su efecto terapéutico inicial, frecuentemente se
generan recidivas refractarias al tratamiento que acaban causando la muerte del paciente. Por
este motivo, se requiere el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de dicha
enfermedad.

Entre las terapias experimentales, el sistema suicida TK/GCV ha mostrado eficacia en el
tratamiento del cancer colorrectal. En un modelo murino, la presencia en el tumor de un 9% de
células modificadas con el gen de la TK induce regresiones completas después de administrar el
GCV.?? Sung y colaboradores utilizaron, por primera vez, el sistema TK/GCV para el tratamiento
de metastasis hepaticas en pacientes con adenocarcinoma colorrectal.’?” Esta estrategia no
mostrd efectos toxicos graves y permitio la estabilizaciéon de la enfermedad en 11 de los 16

pacientes, mostrando asi un efecto beneficioso de esta terapia sobre este tipo de tumor.'*’

Para mejorar la eficacia del sistema TK/GCV en este tipo de tumor, nos planteamos aplicar la

seleccion positiva-negativa. Para ello, modificamos la linea de cancer de colon humano HCT116
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con un marcador de seleccion y con el gen de la TK. Esta linea fue escogida por presentar una
sensibilidad parcial al compuesto MTX. Por este motivo, elegimos como marcador de seleccion,
el gen de resistencia DHFR, que confiere resistencia a antifolatos, entre los que encontramos el
MTX y el trimetrexato (TMTX). Con la finalidad de obtener una mayor resistencia al MTX
utilizamos el doble mutante Phe22-Ser31 del gen DHFR, que posee una afinidad reducida por
dicha droga.™ #** La ventaja del uso de la DHFR respecto a otros genes de resistencia como la
MGMT es que los agentes utilizados para la seleccion in vivo (MTX o TMTX) no son genotoxicos,
mientras que los compuestos usados para la seleccién con el MGMT (carmustina o BCNU y
temozolomida o TMZ) si que lo son. Una de las principales limitaciones de los antifolatos como
agentes de seleccion es su ineficacia para eliminar células arrestadas. Aun asi, la gran mayoria
de las células tumorales estan en division y, por lo tanto, pueden ser eliminadas mediante el
tratamiento con antifolatos. Por otro lado, el gen DHFR ha sido utilizado para quimioproteger la
médula ésea y ha mostrado un enriquecimiento de las HSC modificadas después del tratamiento
con MTX'®®. Estos estudios indican que este gen es un buen candidato como marcador de

seleccién para enriquecer una poblacion modificada con un gen suicida.

El MTX fue escogido como droga de selecciéon porque, a pesar de estar indicado como
primera linea de tratamiento en varios tipos de tumores®*, no se utiliza en tumores colorrectales.
Los estudios publicados por Balaban y colaboradores indican que la adicion del agente MTX no
mejora los indices de respuesta clinica de los pacientes con carcinoma colorrectal avanzado, en
comparacion con el tratamiento Unico de 5-FU.?*® Esta falta de eficacia clinica es debida a una
rapida adaptacion del tumor a este compuesto que hace que no se observe un beneficio
terapéutico a largo plazo. A pesar de ello, esta droga es capaz de inducir un efecto citotéxico a
corto plazo sobre las células del tumor®*2® que podria ser utilizado para seleccionar

positivamente las células modificadas genéticamente.

Por otro lado, el gen suicida TK salvaje fue escogido como marcador de seleccién negativa
debido a la gran experiencia preclinica y clinica que se posee sobre €l. Ademas, dicho gen ayuda
a incrementar la resistencia al MTX, inducida por el DHFR, gracias a su papel en la sintesis de
timidina monofosfato de novo.?* El uso de genes suicidas con un efecto colateral independiente

87.90.97.103 "5 mutantes del gen TK salvaje’®, con una sensibilidad superior a GCV,

de uniones gap
hubiese mejorado la eficacia de la seleccién negativa. Sin embargo, la finalidad de esta prueba
de concepto era evaluar la mejora terapéutica proporcionada por la preseleccion de las células
modificadas y, para determinar esta diferencia, consideramos que era mas apropiado el uso de

un sistema suicida que no eliminase los tumores por si solo.
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La estrategia de seleccion positiva-negativa se basa en la expresion de los dos marcadores
de seleccién en la misma célula. En este trabajo, esta coexpresion se aseguré mediante la fusion
del gen de la DHFR con el gen de la TK. A su vez, también es necesaria la expresion estable de
ambos genes durante todo el periodo de seleccién positiva. Este periodo se extiende desde el
inicio del tratamiento con la droga de seleccion hasta la aparicion de resistencias a dicha droga o
la disminucién de su eficacia. Para garantizar esta persistencia, el producto génico DHFR/TK fue
clonado en un plasmido episomal llamado pEPI. Este plasmido contiene un origen de replicacion
eucariota bajo un promotor potente (SV40) y unas regiones humanas de anclaje a la matriz
nuclear (S/MAR).*® Estas secuencias S/IMAR se unen especificamente a la proteina SAF-A?*,
una de las principales proteinas de la matriz nuclear, y son necesarias para la replicacién
extracromosémica y la segregacion del plasmido pEPI a las células hijas.*® La transfeccion del
plasmido pEPI-DHFR/TK sobre las células HCT116 y la seleccion con MTX dio lugar a la
poblacion de células modificadas. En presencia de la droga de seleccién, estas células se
enriquecieron a expensas de la muerte de las células tumorales parentales. En concreto, a partir
de un 0,1% de células modificadas pasamos a un 90% después de 35 dias de seleccién in vitro,
un enriquecimiento mas que considerable.” En cambio, en ausencia de seleccion, dichas células
no mostraron diferencias de crecimiento en comparacién con sus parentales. La aplicacién de
esta droga de selecciéon en un modelo murino con tumores mixtos nos permitid enriquecer la
poblacion de células modificadas con genes suicidas.’® No obstante, este enriquecimiento in vivo
fue inferior al observado in vitro. Aun asi, pudimos conseguir proporciones de un 15% de células
modificadas a partir de un 1% inicial."

Por otro lado, las células modificadas presentaron sensibilidad a GCV. Sin embargo, la
presencia de células parentales en cultivos mixtos después del tratamiento con la prodroga, nos
indico la falta de efecto colateral en este modelo.” La mezcla de células HCT116DHFR/TK con
células HCT116, a diferentes proporciones, tratadas con GCV, nos confirmé que las células
modificadas eran incapaces de inducir la muerte de las células parentales (datos no presentados
en esta tesis). Ademas, los tumores formados por un 50% de cada una de las poblaciones
continuaron creciendo después del tratamiento con GCV'®, lo que confirmaba una vez mas la

ausencia de efecto colateral en este modelo in vivo.

A pesar de esta gran limitacién, la seleccién positiva de tumores mixtos con MTX y el
posterior tratamiento con GCV generd una respuesta antitumoral superior a la obtenida con la
terapia génica suicida per se. Los tumores con un 1% de células modificadas presentaron una
disminucién del crecimiento tumoral después de la seleccion positiva-negativa.’® Pese a esto, el
efecto terapéutico no fue significativo, lo que indicaba que, a pesar de enriquecer la poblacion
inicial hasta un 15%, esta proporcion no era suficiente para generar respuestas significativas en

este tipo de tumor después de la administracion de GCV. Al aumentar la proporcién inicial de
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células modificadas hasta un 6%, la estrategia de seleccion positiva-negativa disminuyo el
crecimiento tumoral en comparacién con los controles.' Sin esta estrategia de enriquecimiento,
seria necesario modificar un porcentaje de células superior al 6% para obtener respuestas
significativas in vivo." "' A pesar de esta mejora terapéutica, no pudimos eliminar por completo

los tumores. Existen diversos factores que podrian explicar estos resultados.

En primer lugar, el tratamiento con MTX incrementé la proporcion de las células modificadas
con genes suicidas en el tumor. Sin embargo, esta seleccidon positiva no permitié el
reemplazamiento total de las células del tumor. En nuestros experimentos de seleccion positiva,
pudimos aumentar la poblacion de células modificadas de un 1% a un 15%. A pesar de este
enriquecimiento considerable, esta proporcién final fue insuficiente para eliminar estos tumores
después del tratamiento con GCV. Posiblemente, dosis mas elevadas de MTX hubiesen
aumentado la eficiencia de la seleccion positiva. Aun asi, el uso de dosis de 50 mg/kg de MTX
limitaba la administracién una vez por semana y acababa ofreciendo menos eficacia (datos no
presentados en esta tesis). Por este motivo, en el presente trabajo, escogimos una dosis
fraccionada de 9 mg/kg tres veces a la semana, que era mas eficaz y menos toxica que las otras
pautas testadas. A pesar de usar la pauta de dosis mas efectiva, solo pudimos obtener una

reduccion del 15% del crecimiento de los tumores HCT116 después de 17 dias de tratamiento.

En segundo lugar, la alta tasa de crecimiento de la linea HCT116 limitaba el periodo de
seleccion positiva. Lineas tumorales con un crecimiento menor permitirian un reemplazamiento

mayor de las células modificadas.

En tercer lugar, a pesar de la distribucion homogénea de las células modificadas antes del
tratamiento, dichas células crecieron de forma clonal durante la seleccion positiva con MTX. Esta
distribucion heterogénea por grupos no permitié una seleccién negativa eficaz. Ademas, los
tumores con un 1% de células modificadas iniciales también mostraron una seleccion positiva
variable entre tumores. Esta heterogeneidad dentro del mismo grupo no fue tan acusada en los

tumores con un 6% de células iniciales.

En cuarto lugar, las células HCT116 modificadas con el gen de la TK mostraron sensibilidad a
GCV, tanto in vitro como in vivo."™ Aun asi, este modelo celular presentd un efecto colateral muy
reducido. Estos resultados estan en relacion con los bajos niveles de uniones gap que expresa
esta linea celular.”". La presencia de estas uniones es necesaria para la transferencia de los
metabolitos toxicos de una célula tumoral que expresa el gen suicida a otra célula tumoral
adyacente que no lo expresa. Para mejorar el efecto colateral del sistema TK/GCV en lineas con

bajos niveles de uniones gap se podria incorporar al gen de la TK un dominio de transduccion de
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proteinas. Estos dominios permitirian la difusion pasiva de la proteina TK entre célula y célula.
Entre estos dominios, el tat’? y el VP22" han demostrado la capacidad de transferir la proteina
TK a células que no expresan uniones gap, mejorando asi su efecto colateral. Otra aproximacion
seria la coexpresion de la conexina 43, principal componente de las uniones gap, junto con el
gen de la TK, para facilitar la formacién de este tipo de uniones.” Aun asi, la estrategia de
seleccion positiva-negativa depende de la expresion de los dos genes de seleccion en una
misma célula. La adiciéon de un tercer gen dificultaria la aplicabilidad de esta estrategia. Una
mejor opcidn podria ser la estimulacion farmacolégica de la expresion de esta conexina con
compuestos como el n-butirato” y la hidroxiurea’ o drogas como la apigenina y la lovastatina’’.
En concreto, a partir de tumores con un 10% de células modificadas con el gen de la TK, la
lovastatina o la apigenina duplican la respuesta antitumoral del GCV. La principal limitacién de
esta estrategia es que sélo permite aumentar la expresion de conexinas en células que ya tienen
una expresion basal de dicha proteina. Asi pues, no seria efectivo en células que no expresan
ciertos niveles de conexinas.

Por otro lado, el uso de genes suicidas con un efecto colateral independiente de uniones gap,
como la CD o el gen de fusion FCU, mejoraria la seleccion negativa del modelo HCT116.
Ademas, el uso de estos genes permitiria sintetizar en el tumor los metabolitos téxicos del 5-FU,
el compuesto quimioterapéutico mas efectivo en el cancer de colon.?*' En concreto, el sistema
CD/5-FC ha sido utilizado en modelos murinos con tumores colorectales y ha mostrado
regresiones tumorales con sélo un 2% de las células transducidas en el tumor.?*' Por otro lado, la
combinacién de la CD con el gen UPRT ha demostrado un aumento en la sensibilidad a 5-FC de
mas de 10 veces en la linea de cancer de colon HT29.2*? A su vez, Koyama y colaboradores
demostraron que la administracion intratumoral de un vector adenoviral que contenia dichos
genes suprimia el crecimiento tumoral en un modelo murino después del tratamiento con 5-FC.%*2
Ademas de su eficacia en la preclinica, la terapia génica suicida con el gen CD ha sido bien
tolerada en la clinica. Crystal y colaboradores realizaron la primera aproximacion clinica en
pacientes con carcinoma de colon metastatico mediante la inyeccién intratumoral de un vector
adenoviral que contenia el gen de la CD en combinacién con la administracion oral de 5-FC.?**
244 Este estudio de fase | determind la seguridad de este sistema suicida. AUn asi, no se
observaron ni aumentos en la supervivencia de los pacientes tratados ni respuestas clinicas.?**
Es necesario realizar nuevos estudios para determinar la eficacia terapéutica de este sistema en

la clinica.

En quinto lugar, todos los experimentos in vivo presentados en esta tesis se han realizado en
el modelo murino inmunodeprimido BalbC nu/nu. Este tipo de animales permiten la implantacion
de tumores humanos sin que se produzca un rechazo. Sin embargo, este modelo presenta una

desventaja que condiciona la eficacia de los sistemas suicidas. La aplicacion de la terapia génica
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suicida en ratones inmunocompetentes ha permitido determinar un efecto colateral a distancia.
Dicho efecto es mediado por el sistema inmune y aumenta la eficacia de la terapia génica
suicida.”®®' Agard y colaboradores evaluaron y caracterizaron este efecto colateral a distancia en
un modelo de rata con dos tumores colorrectales implantados en dos Iébulos hepaticos
distantes.®® Solo uno de los dos tumores fue transducido con un vector adenoviral portador del
gen de la TK. A pesar de ello, después de la administracion de GCV, se produjo una regresion
tanto en el tumor tratado como en el no tratado. Los analisis inmunohistoquimicos mostraron la
presencia de linfocitos CD8" en las lesiones distantes y la deplecion previa de estos linfocitos
impidié la generacion de este efecto colateral a distancia.?® Estos resultados indican que el efecto
terapéutico observado en nuestro modelo inmunodeprimido es inferior al que esperariamos en un

modelo inmunocompetente.

3. Seleccidn positiva-negativa de células tumorales modificadas con los genes MDR1y TK

Con tal de mejorar los resultados obtenidos con el sistema DHFR/TK, optamos por cambiar el
gen de seleccion DHFR por el gen de resistencia a multidrogas MDR1 y aplicar la seleccion
positiva-negativa en el modelo de adenocarcinoma pancreatico humano NP18. Se escogi6 este
tipo de tumor porque presenta un prondstico sumamente desfavorable en la clinica. Este mal
pronostico se debe a la frecuente presencia de metastasis en el momento del diagnostico y a la
ausencia de terapias efectivas para su tratamiento. La quimioterapia de eleccién para este tipo
de tumor es la gemcitabina como monoterapia o en combinacion con el 5-FU.%*> 26 A pesar de
ser ampliamente utilizado, este tratamiento sélo permite alargar unos meses la esperanza de

vida de los pacientes y es necesaria el uso de una segunda y tercera linea de tratamiento.?*’

La terapia génica y, en concreto, la terapia génica con genes suicidas ha sido propuesta
como tratamiento experimental para el adenocarcinoma pancreatico humano.'?" 2420 Estg
terapia ha mostrado resultados prometedores tanto en ratones atimicos como en modelos
inmunocompetentes. El grupo de la doctora Cristina Fillat, experta en el sistema suicida TK/GCV,
lleva trabajando desde hace muchos afios en el tratamiento de este tipo de tumor. Una de sus
primeras aproximaciones fue la utilizacion de células productoras de vectores retrovirales que
expresaban el gen de la TK (PA317-TK) para la administracion intratumoral en un modelo
murino. Este tratamiento permitié la reduccién significativa del tamafo tumoral y la remision
completa de algunos tumores.?*® Otra estrategia utilizada por este grupo fue la fusién del gen de
la TK al dominio de transduccién de proteinas tat8 (tat8-TK) para mejorar el efecto colateral del
sistema. La aplicacion local del gen tat8-TK, mediante vehiculos celulares o adenovirus
replicativos, redujo mas del 50% del volumen tumoral respecto a los controles.”? "' A pesar de

estos resultados esperanzadores, en la mayoria de los casos, esta terapia sélo ha conseguido un
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retraso en la progresion tumoral, siendo la remisién completa de los tumores un evento poco
frecuente. La principal limitacion del éxito de este tratamiento esta relacionada con el numero de
células que son modificadas con los vectores de transferencia. Para aumentar este numero,
proponemos enriquecer las células tumorales transducidas mediante la expresion de un gen de

resistencia a drogas y la administracién de una droga de seleccion.

Como marcador de seleccion utilizamos el gen MDR1. Este gen codifica para una bomba de
flujo llamada glicoproteina P (Pgp). A diferencia del gen de la DHFR, la Pgp induce resistencia a

una gran variedad de compuestos entre los que encontramos el docetaxel®'

, pero no induce
resistencia ni a gemcitabina ni a 5-FU, los unicos compuestos clinicamente utiles en el
tratamiento del cancer de pancreas. Al contrario de lo esperado, Jensen y colaboradores
observaron un aumento de la sensibilidad a gemcitabina en tumores de cancer de pulmén de
célula pequefia con una sobreexpresion de la Pgp.>®? Siguiendo estos resultados, Bergman y
colaboradores testaron la sensibilidad a gemcitabina en un panel de lineas tumorales humanas
de melanoma, cancer de pulmén de célula no pequefia, cancer de pulmén de célula pequefia,
carcinoma epidermoide y cancer de ovario, todas ellas con una sobreexpresion del gen MDR1.
Los resultados mostraron que estas células eran de 9 a 72 veces mas sensibles a gemcitabina
que sus homologos parentales. Ademas, este aumento en la sensibilidad a dicha droga revertia
al tratar con verapamilo, un inhibidor de la Pgp.?*® En conjunto, estos resultados indican que el
uso del gen MDR1 como marcador de seleccion en los tumores pancreaticos es una opcion

razonable desde un punto de vista clinico.

En combinacién con el gen MDR, el docetaxel se escogi6 como droga de seleccién para
enriquecer la poblacién celular modificada con un gen suicida. Este agente quimioterapéutico
estd indicado para el tratamiento de cinco tipos de tumores (cancer de mama, cancer de pulmoén
de célula no pequena, cancer de préstata, adenocarcinoma gastrico y cancer de cabeza y
cuello).?*%® Sin embargo, el docetaxel no se utiliza en la practica clinica del cancer de pancreas
porque la combinacion de dicho compuesto con la primera linea de tratamiento no ofrece ningun
beneficio clinico en los pacientes.”® Aun asi, esta droga presenta una eficacia antitumoral en
modelos preclinicos con tumores BxPC3, NP31, MiaPaca2 y NP18, todos ellos de origen
pancreatico. Ademas, se ha demostrado que el docetaxel ejerce un efecto citotdxico sobre las

células tumorales de los pacientes con cancer de pancreas®® %'

, aunque no repercute en una
respuesta clinica a largo plazo. En este caso, la aplicacion de la seleccion positiva-negativa
permitiria enriquecer las células modificadas con genes suicidas en el tumor mediante una

estrategia segura, que induciria resistencia a una droga en desuso en este tipo de tumor.
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Para testar la estrategia de seleccidn positiva-negativa, las células NP18 fueron escogidas
por presentar una sensibilidad parcial al tratamiento con docetaxel. Estas células fueron
modificadas con un plasmido retroviral, que expresaba el gen de la MDR1, y el plasmido
episomal pEPI_DHFR/TK, que expresaba el gen de la TK. La seleccion in vitro mediante
docetaxel y MTX permitié seleccionar la poblacién que expresaba ambos genes. La generacion
de un gen de fusion MDR/TK hubiera otorgado mas seguridad que el uso de dos vectores por
separado. Aun asi, dicho gen de fusién no seria eficaz, ya que la pGP y la proteina TK realizan
su funcién en lugares distintos de la célula. En relacién a la seguridad de combinar el gen MDR1
y el gen de la TK, los estudios realizados por Sugimoto y colaboradores indicaron que no existia

una resistencia cruzada entre estos dos genes."®®

La caracterizacion de las NP18 modificadas mostré una sobreexpresion de la Pgp tanto en
las células modificadas con el gen MDR1 como en las células modificadas con los dos genes de
seleccion. Este resultado confirmaba que el gen suicida TK no interfiere en la expresion del gen
MDR1. Sin embargo, las células NP18 parentales también mostraron una expresion basal de la
Pgp.""® Segun la bibliografia, tejidos como el colon, el rifién o el pancreas presentan una alta
expresion del gen MDR1. Esta expresion innata condiciona la generacion de tumores
quimioresistentes® y estaria de acuerdo con la expresién basal de la pGP en las NP18
parentales. A pesar de la expresiéon basal de esta proteina en la linea parental NP18,
consideramos que la transduccién del gen MDR1 bajo un promotor constitutivo conferiria a las
células modificadas un aumento en la resistencia a la droga de seleccién. Segun lo esperado, las
células NP18-MDR/TK mostraron una resistencia aumentada a docetaxel en comparacion con
las NP18 sin modificar."’® Esta resistencia a la droga de seleccion también fue confirmada in
vivo.""® Por otro lado, este compuesto disminuyé el crecimiento de los tumores NP18 parentales.
Este efecto fue mas evidente que en el modelo tumoral de HCT116 tratado con MTX, lo que nos
indicaba que la seleccién positiva seria mas efectiva en el modelo de NP18. Aun asi, en este
modelo obtuvimos un incremento de la poblacidon modificada de seis a ocho veces después de la

seleccion positiva''®, similar a los obtenidos con el modelo de HCT116™°.

Por otro lado, las células modificadas con los dos genes de seleccion mostraron sensibilidad
a GCV in vitro.""® Ademas, los cultivos mixtos formados por células modificadas y células sin
modificar presentaron un potente efecto colateral después de tratar GCV''®, muy superior al
observado en el modelo de HCT116. Esto es debido a la expresion de uniones intercelulares gap
en la membrana de las células NP18. En nuestro modelo murino, la terapia suicida per se no
mostré ningun efecto en tumores con un 4% de células modificadas, pero si que presentd una
respuesta antitumoral inicial en tumores con un 10%.""® A pesar de esta eficacia inicial, y de

acuerdo con los resultados de Sandmair y colaboradores'"’, esta proporcion de células suicidas
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no fue suficiente para obtener una respuesta completa y los tumores recrecieron una vez
finalizado el tratamiento con GCV.""® Las diferencias observadas entre los tumores con un 4% y
con un 10% de células modificadas sugieren que pequefios cambios de la proporcién de células
modificadas con genes suicidas pueden ser muy relevantes para la eficacia de la terapia génica
suicida.

Asimismo, el aumento de la proporcion de células modificadas mediante la seleccion positiva
mejoro la terapia génica suicida de los tumores con un 4% inicial. Esta mejora en la respuesta
antitumoral confirma la eficacia de la seleccion positiva como mecanismo de amplificacion del
efecto suicida. Sin embargo, la baja proporcion inicial no permitié alcanzar el numero de células
suficiente para eliminar los tumores. Fue necesario aumentar la proporcioén inicial de células
modificadas hasta un 10% para obtener regresiones completas después de la seleccién positiva-
negativa. Aun asi, hay que remarcar que algunos de los tumores de este grupo no regresaron
completamente. En estos casos, el volumen de estos tumores disminuyo y se estabilizdé durante
el resto del experimento. El tumor remanente estaba formado por fibrosis y células tumorales.
Estas células tumorales se cultivaron in vitro y mostraron sensibilidad a GCV, lo que sugiere que
la falta de regresion fue por la baja tasa proliferativa del tumor y no por la adquisicion de
resistencias, dado que el sistema TK/GCV es altamente dependiente de la proliferacion celular.
El uso de sistemas suicidas como la nitroreductasa/CB1954 o el citocromo P450 2B1/fosfamida,
con un mecanismo de toxicidad mediado por las uniones cruzadas en el ADN e independiente de

ciclo celular® 1%

, permitiria eliminar estas células tumorales quiescentes.

Los experimentos in vitro e in vivo realizados con las células NP18-MDR/TK no mostraron
una seleccién positiva de dichas células en ausencia de droga de seleccion. Estos resultados
concuerdan con los experimentos realizados en humanos con células hematopoyéticas
transducidas con el gen MDR1. " %2285 pqr g| contrario, Bunting y colaboradores observaron
que la sobreexpresion del gen MDR1 en ratones se asociaba al desarrollo de una
mieloproliferacion similar a la que se producia en la leucemia mieloide cronica.'®® Afios mas
tarde, Modlich y colaboradores mostraron que esta leucogénesis documentada en modelos
murinos transplantados con precursores hematopoyéticos modificados con el gen MDR1 podia
ser atribuida a la mutacién insercional del vector retroviral transportador del gen MDR1 y no a la
sobreexpresion de este gen.?® Aun asi, son necesarios mas estudios de seguridad para

descartar este efecto indeseado asociado al gen MDR1.

En conclusion, las dos aproximaciones de seleccion positiva-negativa presentadas
anteriormente demuestran que el enriquecimiento de las células modificadas con genes suicidas
en el tumor puede aumentar los niveles de transduccion de los vectores de transferencia

utilizados en la clinica.'®
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4. Precedentes de la seleccion positiva-negativa

El unico precedente que existe hasta el momento sobre seleccion positiva-negativa de
células tumorales fue publicado por Unger y colaboradores durante el transcurso de la presente
tesis.?®” En él, se utilizé la funcién dual del gen de fusién FCU para seleccionar positiva y
negativamente las células tumorales modificadas. El gen FCU, junto con el inhibidor de la
aspartato carbamilo transferasa (PALA) y la citosina exdgena, permitié enriquecer la poblacion
de células tumorales transducidas. Después del periodo de seleccion positiva, la prodroga 5-FC

permitié seleccionar negativamente dichas células.?®’

Los resultados obtenidos por este grupo indicaron que el tratamiento con PALA en presencia
de citosina aumentaba de dos a tres veces la proporcion inicial de células modificadas en cultivos
mixtos. Estos resultados mostraban que el enriquecimiento conseguido con su estrategia era
inferior al obtenido por nosotros con el sistema DHFR/TK." La seleccién positiva de tumores
subcutaneos con un 6% de células tumorales modificadas iniciales les permiti6 aumentar la
proporcion de esta poblaciéon dentro del tumor. Este enriquecimiento de las células modificadas
con genes suicidas y la posterior administracion sistémica del 5-FC permitié la disminucion
significativa del crecimiento tumoral en un modelo de neuroblastoma.”®’ Al igual que los
resultados obtenidos con el sistema DHFR/TK' o MDR/TK'®, esta respuesta antitumoral fue
superior a la obtenida mediante la aplicacion de la terapia suicida per se. A pesar de estos
resultados esperanzadores, ellos no obtuvieron regresiones completas y los tumores recrecieron

pocos dias después de finalizar el tratamiento con 5-FC.%’

La principal diferencia entre la estrategia de Unger y colaboradores y la propuesta en esta
tesis es el gen de seleccion utilizado. El uso del gen dual FCU como marcador de seleccion
positivo y negativo limita la aplicacion de esta estrategia a tumores que sean sensibles a la droga
de seleccion (PALA) y al sistema suicida FCU. En cambio, en nuestra aproximacion, el uso de
dos genes diferentes permite elegir el marcador de seleccién positiva y negativa mas adecuado
para cada tipo de tumor. Ademas, la seleccidén positiva con el gen FCU requiere altas
concentraciones de PALA y de citosina en el tumor. Esto dificulta la eficiencia de dicha seleccion,
limita su aplicacién clinica y sugiere el uso de otros marcadores de seleccién positiva como los
genes de resistencia a drogas, utilizados en esta tesis. Estos solamente requieren la
administracion de una droga, generalmente bien estudiada en la clinica, para ejercer la seleccion

positiva de las células modificadas.
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5. Vectores de transferencia génica estable sugeridos para el transporte de los genes de

seleccioén

Como hemos demostrado, el uso de los genes de resistencia a drogas permite enriquecer la
proporcion de células modificadas con genes suicidas y mejorar la eficacia terapéutica del
sistema TK/GCV. Aun asi, toda terapia génica suicida consta de dos fases: el transporte de los
genes suicidas hacia el tumor mediante vectores de transferencia y la aplicacién de la terapia
suicida per se. En esta tesis, la modificacion de las células tumorales se realizd ex vivo y se
trabajé con tumores mixtos formados por una mezcla de células transducidas y no transducidas.
Esta aproximacion permitié evaluar la prueba de concepto de la estrategia de seleccion positiva-
negativa, sin depender de la eficacia de los vectores de transferencia. Al igual que en presente
trabajo, este sistema artificial de tumores mixtos también fue utilizado por Unger y colaboradores
en su estrategia de seleccién positiva-negativa con el gen dual FCU.?®” En el siguiente apartado,
sugerimos varios sistemas de transferencia génica que podrian ser utilizados para dirigir los

genes de seleccion hacia las células diana.

5. 1. Vectores destinados a una administracion intratumoral

Como hemos dicho anteriormente, la estrategia de seleccion positiva-negativa se basa en la
expresion estable de los genes de seleccion, ya sea DHFR/TK o MDR1/TK, en las células
tumorales. Los vectores retrovirales se integran y permiten expresar de forma estable el
transgen, pero tienen el riesgo de generar mutaciones insercionales® y, por este motivo, estan
limitados a una administracion intratumoral. El uso de los vectores lentivirales disminuye el riesgo
mutacional y mejora la eficiencia de transduccion pero, aun asi, su poca especificidad tumoral
dificulta su administracion sistémica en la practica clinica. Con una finalidad diferente a la
presentada en esta tesis, Mayer-Kuckuk y colaboradores disefiaron un vector retroviral que
expresaba el gen de fusion DHFR/TK. El objetivo principal de este grupo era demostrar que
podian modular la expresion de un gen reportero (TK) fusionado a un gen de resistencia a
drogas (DHFR) mediante el tratamiento con una droga de seleccion (TMTX). Los resultados de
este estudio demostraron que el tratamiento con TMTX incrementaba los niveles de expresion
del gen de fusion de dos a cuatro veces en un modelo murino con tumores colorectales HCT-
8."%" Por otro lado, Sugimoto y colaboradores disefiaron otro vector retroviral que expresaba el
gen MDR y el gen de la TK unido mediante una secuencia IRES (pHa-MDR-IRES-TK)."®® En este
caso, la finalidad de este vector era proteger la médula 6sea de los efectos toxicos de la
quimioterapia con la seguridad de poder eliminar las células tumorales que por error habian sido
transducidas con este vector.”® Al margen del riesgo relacionado con el uso de vectores

retrovirales, estas dos construcciones permitirian estudiar la eficacia de la seleccién positiva-
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negativa después de la administracion intratumoral del vector de transferencia, sin necesidad de

generar tumores mixtos.

El plasmido episomal pEPI_DHFR/TK podria ser un buen candidato para dirigir el gen de
fusion DHFR/TK a las células tumorales, permitir su expresion estable y evitar la mutacion
insercional de los vectores virales integrativos. El pEPI se ha utilizado para la transferencia
génica estable de progenitores hematopoyéticos®® o lineas celulares como las K562%% 2%°  |as
HepG2%° o las CHO*" ?"'. Los estudios realizados por Manzini y colaboradores fueron de gran
importancia para la futura aplicacién de este vector no viral en la clinica.** En este trabajo se
demostré que dicho vector podia modificar las células del esperma de un cerdo ex vivo v,
después de ser introducidas en un oocito fértil, generar fetos de cerdo modificados con un gen
reportero. Los resultados de este trabajo mostraron la expresién de la proteina reportera GFP en
el 50% de los fetos obtenidos. En los animales positivos, todos los tejidos analizados mostraron
expresion de la GFP y esta expresion se observo en el 79% del tejido.*® A pesar de estos
resultados esperanzadores, este plasmido episomal todavia no se ha utilizado para el
tratamiento de tumores in vivo. Una primera aproximacion podria ser la electroporacién in vivo.
Para su administracion sistémica seria imprescindible realizar un estudio previo de
biodistribucion en modelos murinos con tumores subcutdneos y evaluar la selectividad y la

eficacia de este vector para transducir las células tumorales in vivo.

Otro mecanismo para transportar los genes de seleccion seria el uso liposomas cationicos.
Estos ya han sido utilizados para transportar genes suicidas (TK o CD) a las células tumorales

|36

después de una administracion intratumoral.™ El posterior tratamiento con la prodroga adecuada

(GCV 6 5-FC) ha mostrado la regresion de los tumores en un modelo murino
inmunocompetente.®® A pesar de ello, la eficacia de transferencia génica de estos vectores no

virales tiende a ser muy baja y dificulta su aplicacion clinica.
5. 2. Vectores destinados a una administracién sistémica

Los vectores AAV podrian ser utilizados para administrar sistémicamente los genes de
seleccion. Estos vectores han demostrado la capacidad de transducir las células tumorales de

forma estable después de su administracion sistémica®’?%™*

, Sin activar la respuesta inmune y sin
el peligro de mutacién insercional.®® Los estudios de Streck y colaboradores demuestran que una
dosis unica de un vector AAV portador del gen antitumoral INF-f permite la transduccién de las
células tumorales y la regresion tumoral en un modelo de neuroblastoma ortotopico y
diseminado.?”® Resultados similares se han obtenido mediante la administracion sistémica de un

vector AAV portador del gen de fusién MDA-7/IL24.%"
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En general, estos vectores presentan una estrategia eficaz para transportar genes
terapéuticos, como el INF-§ o las IL, hacia los tumores después de una administracion sistémica.
Aun asi, hasta el momento, todavia no se ha publicado el uso de estos vectores para transportar

215217 Otro factor limitante de estos vectores para su

genes suicidas de forma sistémica.
utilizacion como transportadores de genes de seleccion es el tamafio de la carga génica, que no
puede exceder de las 4,7Kb. Esto impediria el transporte de genes de gran tamafo como el gen
MDR1. Dicho gen, en combinacién con el gen TK, superaria las 5Kb. Al igual que el gen MDR1,
los genes de resistencia que codifican para proteinas con multiples dominios transmembrana,
como los genes de la familia MRP (MRP1-MRP8), tienen un tamafio superior a las 4Kb vy, junto
con un gen suicida, excederian el tamafio maximo de transporte de los vectores AAV. Aun asi,
genes como el ya mencionado DHFR, con un tamafo de 564pb, o el MGMT, con 717pb, en

combinacién con un gen suicida, si que podrian ser transportados por los vectores AAV.

Por otro lado, existen diversos sistemas no virales que también podrian ser buenos
candidatos para dirigir sistémicamente los genes de seleccién hacia las células tumorales. Los
transposones son elementos genéticos moviles que se integran en los cromosomas. Uno de los
elementos mas estudiados es el transposén Sleeping Beauty (SB) que ha mostrado gran eficacia
para insertar genes suicidas en diferentes lineas celulares tumorales de hepatocarcinoma.®® La
administracion directa de transposones combinados con polietilenimina (PEI) ha permitido
transportar agentes antiangiogénicos a tumores cerebrales y aumentar la supervivencia de los
animales.* Liu y colaboradores demostraron que este vector no viral acomplejado con PEI podia
dirigir el gen de la sintasa del 6xido nitrico hasta las células endoteliales pulmonares después de
su administracion sistémica, permitiendo la inhibicién de la hipertensién pulmonar inducida en
ratas.?’® De forma similar, la inyeccion intravenosa de un transposén SB que expresaba el factor
de coagulacion VIl resulté en la correccion fenotipica de la hemofilia A en un modelo murino.?”®

La principal limitacién del uso de estos vectores en la terapia contra el cancer es su bajo
tropismo por las células tumorales. Todavia no se ha publicado ningun trabajo que muestre la
proporcion de células tumorales que este vector es capaz de modificar después de su
administracion sistémica. Otro aspecto a tener en cuenta de estos vectores es el lugar de
integracién de la carga génica en el genoma de la célula. En estos ultimos afios diversos autores
han discutido la posibilidad que exista regiones especificas de integracion de estos vectores no

281

virales.?®% Seria necesario realizar estudios mas concluyentes sobre el riesgo de

genotoxicidad de estos vectores. Sin embargo, hasta el momento, no existen evidencias que

1.2 Por este motivo, el uso del transposén SB es una

indiquen riesgo de mutagénesis inserciona
estrategia eficaz y mas segura que los vectores virales integrativos. Aun asi, el empleo de
sistemas de recombinacion alternativos como la recombinasa $¢C31, que aseguran la integracion

especifica, aportarian una mayor seguridad.?* 283
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Por otro lado, la eficacia de transposicién disminuye con el aumento del tamafio del inserto®.
Sin embargo, el transposén SB es capaz de transportar insertos de mas de 10Kb, lo que

permitiria transportar todo tipo de genes de seleccion.

Los vectores adenovirales han sido ampliamente utilizados para dirigir agentes terapéuticos
hacia las células diana.?® Aun asi, una de sus mayores limitaciones es la expresion transitoria de
los transgenes. Yant y colaboradores incorporaron la maquinaria de integracion del transposon
SB en un vector adenoviral deleccionado.?®® Este sistema combinaba la eficacia del transporte
sistémico de los vectores adenovirales y la integraciéon de los transgenes mediada por los
transposones. La administracion sistémica de un adenotransposén modificado con el factor de
coagulacion humano IX (hFIX) permitié la integracion estable de este gen terapéutico en los
hepatocitos del raton. Esta integracion es suficiente para mantener niveles de hFIX durante mas
de 6 meses en un modelo murino a pesar de activar la proliferacién del higado.?®* Una de las
principales limitaciones de este sistema es la necesidad de administrar dos vectores
adenovirales, uno para transportar el transposén y otro para transportar la transposasa. Esto
disminuye la eficiencia de la técnica, ya que se necesita la transduccion de ambos vectores en

una misma célula para que se produzca la integracion del gen terapéutico en el genoma.

El uso de nanoparticulas catidnicas unidas a ligandos especificos de tumor como las
integrinas avp3 podria ser otra estrategia para transportar de forma sistémica los genes de
seleccién. Hood y colaboradores utilizaron este sistema no viral para dirigir de forma sistémica
genes terapéuticos al tejido tumoral en modelos murinos.*" *° Este transporte selectivo permitié la
eliminacion de los tumores subcutaneos M21-L y las metastasis pulmonares y hepaticas
inducidas por la administracién sistémica de la linea tumoral colorrectal CT-26.* Al margen de
estos resultados tan prometedores, seria necesario evaluar la eficacia de estos vectores

cargados con otros genes antitumorales.

Como mecanismo alternativo a los vectores de transferencia génica, las células madre
mesenquimales (MSC) han demostrado su capacidad para dirigir eficientemente genes
terapéuticos hacia los tumores. En el apartado 7 y 8 de esta discusion hablaremos mas
detenidamente del uso de este tipo celular en la estrategia de seleccion positiva-negativa y en la

terapia contra el cancer en general.
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6. Consideraciones a tener en cuenta para disefiar y utilizar la estrategia de seleccion

positiva-negativa

Existen muchos factores que determinan la eficacia terapéutica de la estrategia de seleccion

positiva-negativa. Entre ellos encontramos los siguientes:
6.1. Eleccion del gen de seleccidn positiva

Se conocen un gran numero de genes resistencia a drogas y cada gen confiere resistencia a
uno o varios compuestos. La utilizacion de genes que inducen resistencia a una unica droga,
como el DHFR o la Timidilato Sintasa (TS), confiere mas seguridad que el uso de genes de
resistencia a multidrogas. Por este motivo, con la finalidad de restringir el perfil de resistencia del
gen MDR1, se han generado algunos mutantes de dicho gen. Por ejemplo, el gen MDR1 humano
salvaje (con una glicina en la posicion 185) confiere una resistencia preferencial a vinblastina,
mientras que el mutante con una valina en la posicién 185 aumenta la resistencia a colchicina.?*®
Estas mutaciones permiten adaptar el perfil de resistencias al tumor a tratar. Aun asi, los genes
de resistencia a varias drogas permiten escoger la droga mas adecuada para cada tipo de tumor
sin necesidad de cambiar de gen, incluso, ofrecen la posibilidad de usar cécteles de compuestos.
Por otro lado, la combinacién de dos genes de resistencia simultaneos también permitiria el uso

de varias drogas de seleccidn y un enriquecimiento mayor de las células modificadas.?’

La estrategia de seleccion positiva-negativa se ha de utilizar en tumores que sean
parcialmente sensibles a la droga de seleccién que se va a utilizar o que adquieran resistencia al
tratamiento al cabo del tiempo. No se espera beneficio terapéutico en tumores que ya sean
completamente resistentes a dicha droga. En el caso de resistencias debido a una
sobreexpresion endogena del gen MDR1 se podria utilizar otros genes de seleccion como la
MRP, la DHFR o la MGMT, que inducirian resistencia a otros tipos de drogas. Se ha demostrado
que a diferencia del MDR1, la MRP2 y la MRP3 inducen resistencia al MTX y al cisplatino.?®®
Estos compuestos podrian ser utilizados para seleccionar positivamente las células modificadas
con la MRP2 o la MRP3 y un gen suicida en tumores con una sobreexpresion del gen MDR1.

Muchos grupos han estudiado la expresién de los genes de resistencia a drogas en los
tumores. Esta informacioén podria ser de enorme utilidad para escoger los pacientes con tumores

que tenga una baja expresion del gen de seleccion que se va a utilizar.

Como mecanismo de seguridad, la estrategia de seleccién positiva-negativa se utilizara una
vez la primera linea de tratamiento haya fallado. Para ello, los genes de resistencia que se

utilicen como marcadores de seleccion no tendran que otorgar resistencia a compuestos que se
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utilicen en el tratamiento estandar del tumor diana. Por ejemplo, el tratamiento del cancer de
colon se basa en el 5-FU y leucovorina, combinados con oxaliplatino e irinotecan. La utilizacion
del gen de seleccion MDR1 induciria resistencia al tratamiento con irinotecan. En cambio, el uso
del gen DHFR o del gen MGMT seria una opcidon mas segura ya que conferirian resistencia al
MTX o al TMZ respectivamente, sin interferir en el tratamiento convencional. Por otro lado, la
primera linea de tratamiento del glioblastoma se basa en la quimioterapia de la TMZ y del BCNU.
En este caso, no seria indicado el uso del gen de resistencia MGMT, pero si que podrian ser
buenos candidatos los genes DHFR, MDR o MRP.

6. 2. Eleccidon del gen de seleccidon negativa

Para escoger el gen suicida se ha de tener en cuenta el tipo de tumor a tratar. La expresiéon
de uniones intercelulares gap en las células diana determina la eficacia del efecto colateral del
sistema TK/GCV’'. Segun los resultados de Burrows y colaboradores los gliomas y los
melanomas tienen una expresion de uniones gap superior a los tumores colorectales y la terapia
génica suicida con el gen de la TK tendria que ser mas efectiva.”’ Otros autores discrepan con
estos resultados y muestran que los gliomas expresan niveles muy bajos de uniones gap.®® Aun
asi, estas uniones son funcionales y permiten la generacién del efecto colateral mediado por el
sistema TK/GCV.*® El uso de sistemas suicidas, como el FCU/5-FC, el NTR/CB1954 o el
CYP2B1/IFO, con un efecto colateral independiente de las uniones intercelulares gap, serian una

mejor opcidn para el tratamiento de tumores que no expresan este tipo de uniones. 7 103 1%

Otro punto a tener en cuenta en la eleccién del gen suicida es la posibilidad de estudiar la
expresion del transgén in vivo mediante métodos de imagen no invasivos. El gen de la TK es uno
de los genes reporteros mas utilizados en los estudios de imagen.?® Fontanellas y colaboradores
monitorizaron la biodistribuciéon de un vector adenoviral portador del gen de la TK en un modelo
de macaco mediante la tomografia de emision de positrones (PET). Este experimento mostré
que la expresion del transgeén vy, por lo tanto, del vector viral se localizaba mayoritariamente en el
higado.?®' Por el contrario, Gade y colaboradores monitorizaron la concentracion y la actividad
del gen FCU presente en las células tumorales implantadas en un ratéon atimico mediante

resonancia magnética (MR).?%2

Para asegurar una buena seleccion negativa se requiere la expresion estable de los genes
suicidas durante todo el periodo de seleccion positiva, sin que se produzcan mutaciones,
delecciones®” ni silenciamientos®®* del gen. Aparte de la disminucién de la expresion del gen
suicida, existen diversos factores que pueden estar implicados en mecanismos de resistencia a

esta terapia. Entre estos, encontramos la expresion del gen antiapoptético BCL2%*, Ila
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sobreexpresion del transportador de nucledtidos MRP4, que aumenta la expulsion de los

metabolitos toxicos de la célula®®

, 0 la expresion de las formas mutadas de p21%®" y p532%®. Seria
interesante estudiar la expresién de estos genes en las células tumorales para escoger el gen

suicida mas apropiado segun las caracteristicas genotipicas del tumor.

6.3. Combinacién del marcador de seleccién positiva y el gen suicida

La fusion del gen de seleccién positiva y del gen suicida garantiza la transducciéon de ambos
genes en las células tumorales. Esto evitaria el efecto indeseado de transducir células tumorales
unicamente con el gen de resistencia a drogas. La principal limitaciéon de esta aproximacion es

que se requiere que ambos genes realicen su funcion en el mismo compartimento celular.

La utilizacion de genes bifuncionales como la CD, el MDR1 o el FCU aporta una seguridad
adicional.®®” ?*® Dependiendo del sustrato, estos genes pueden funcionar como genes de
seleccidn positiva o negativa. En concreto, los genes CD y FCU, en combinacion con la droga de
seleccion PALA y con la citosina, pueden ser utilizados para enriquecer una poblacién celular.®®
%7 En cambio, la administracion de la prodroga 5-FC permite eliminar las células modificadas.?®’
Por otro lado, el gen MDR1 puede ser usado como marcador de seleccion positiva en presencia
de taxanos, alcaloides de la vinca, antraciclinas o epipodofilotoxinas. En cambio, la combinacién
con un compuesto denominada Verotoxina (VT)*' permite la seleccién negativa selectiva de
dichas células.>?

A pesar de la seguridad que confieren estos genes duales, la aplicaciéon de esta estrategia de
seleccion positiva-negativa in vivo es muy compleja. En el caso de la CD y del FCU, se requiere
la presencia de varios compuestos (PALA vy citosina) en el tumor durante largos periodos de
tiempo para generar una seleccion positiva eficiente. Por otro lado, el uso del gen MDR1 como
marcador de seleccion negativa esta limitado por la toxicidad sistémica de la VT. Esta toxicidad

I*® lo que impide el tratamiento de los

restringe el uso de esta droga a una aplicacion loca
tumores diseminados. Seria necesario realizar estudios mas exhaustivos sobre el mecanismo de

accion de esta toxina para evaluar su perfil de toxicidad in vivo.

La unién de ambos genes mediante una secuencia IRES evita las limitaciones de los genes
de fusion y de los genes bifuncionales, pero sigue asegurando la transduccién de los dos genes
de seleccién en la misma célula tumoral. Una vez los genes se han internalizado dentro de la
célula, la secuencia IRES permite la transduccion independiente de las dos proteinas a partir de
un ARN mensajero comun. A pesar de la expresion a partir de un mensajero comun, hay autores
que concluyen que la expresion del segundo gen, dependiente de la secuencia IRES, es inferior

a la expresién del primer gen, dirigida por un promotor.®* 3% En las Gltimas décadas se han
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generado un gran numero de vectores retrovirales bicistronicos que expresan el gen de seleccion
MDR1 unido a genes terapéuticos mediante una secuencia IRES.'®6 224 225 306, 307 g ,gimoto y
colaboradores disefiaron un vector bicistrénico que expresaba el gen MDR1 y el gen gp91, la
deficiencia del cual es la responsable de la enfermedad granulomatosa cronica ligada al
cromosoma X (X-CGD), para el tratamiento de esta enfermedad en un modelo murino. Este
estudio demostré la posibilidad de enriquecer las células modificadas in vitro con vincristina e in

vivo mediante el tratamiento con paclitaxel.??°
6.4. Aplicacién de la estrategia de seleccidn positiva-negativa

La poblacion de células que se quiere enriquecer tendria que ser transducida con el gen de
seleccion y el gen suicida justo antes de tratar los tumores con la droga de seleccién. Asi, el
tratamiento podria inducir una presién selectiva y generar un enriquecimiento de las células
tumorales modificadas. En caso contrario, la presencia de la droga de seleccién antes de la

transduccioén induciria la generacién de resistencias e impediria esta seleccion positiva.

El espacio de tiempo entre la administracion de la droga de seleccién y la adquisicion de
resistencia (periodo de seleccidn positiva) ha de ser el suficiente para que las células

modificadas se expandan y repoblen el tumor.

La seleccion positiva se tendria que aplicar antes de la seleccion negativa. La aplicaciéon de la
terapia génica suicida antes de enriquecer la poblacion de células modificadas disminuiria la

eficacia antitumoral.

7. Justificacion del uso de MSC como transportadores de genes terapéuticos hacia el

tumor

La aplicacién intratumoral de vectores virales que expresan genes suicidas ha sido
documentada en numerosos articulos (ver INTRODUCCION, Tabla 8 ensayos clinicos con
genes suicidas). Para dirigir sistémicamente los vectores virales hacia los tumores sin inducir
toxicidad en los tejidos sanos, se han utilizado diversas estrategias entre las que encontramos la
incorporacion de promotores especificos del tejido diana'* o la modificacién de la superficie viral
con anticuerpos o motivos peptidicos que reconocen proteinas de superficie sobreexpresadas en
tumores®*. Aun asi, la activacion de la respuesta inmune y las barreras fisicas limitan la llegada
de los vectores virales a las lesiones tumorales.*®

Los vehiculos celulares han sido utilizados desde hace décadas como otra estrategia para

transportar agentes terapéuticos hacia los tumores de forma sistémica. Una de las ventajas que
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ofrecen estos transportadores es que, a diferencia de algunos vectores virales, no activan el
sistema inmune. Diversos tipos celulares han sido testados entre los que encontramos las
células empaquetadoras de vectores retrovirales®* **| las células endoteliales, los linfocitos T>'%-

312 |os monocitos, las células dendriticas®'® 314

y los macréfagos®'®. Todos ellos han mostrado, en
mayor o menor medida, una limitada habilidad migratoria. Sin embargo, las propias células
tumorales presentan un tropismo especifico hacia las lesiones tumorales y han sido utilizadas

para transportar genes suicidas®'®, virus oncoliticos®'" 3'8

0 genes estimuladores de la respuesta
inmune (GM-CSF)*" hacia el tumor. Como mecanismo de seguridad, antes de su administracién
sistémica, estas células tumorales transportadoras son irradiadas. Aun asi, la principal
desventaja del uso de estas células como vehiculos celulares es su propia tumorogenicidad que

puede contribuir a la progresién de la enfermedad o incluso a la generacién de nuevos tumores.

En los ultimos anos, las células madre han sido propuestas como vehiculos celulares para el
tratamiento de las enfermedades neoplasicas.?® Numerosos estudios demuestran el tropismo de
estas células hacia los tumores' y su incorporacién dentro del estroma tumoral®® 32°. Incluso,
se ha documentado que estas células pueden dar lugar a la vasculatura tumoral o los
fibroblastos asociados a tumor (TAF)'® 32" 322 Este oncotropismo de las células madre permite
dirigir agentes terapéuticos hacia la masa tumoral sin riesgo de generar tumores y sin depender
de su origen ni del gen terapéutico que transportan.®® 32*%2” Ademas, este transporte es mas

eficiente que el de los vectores no virales®? %%

o incluso superior al de los vectores virales
modificados.?® Aln asi, una dosis Unica sistémica de MSC modificadas con un gen terapéutico
no permite la regresion total de los tumores.”® En parte, esto es debido a una acumulacién
preferente de estas células en los pulmones, la primera barrera fisica después de una
administracion sistémica. Este secuestro inespecifico en el pulmén disminuye el niumero de
células modificadas que alcanzan el tumor®’, al igual que ocurre con el resto de vehiculos
celulares®’. Ciertos grupos han utilizado este acimulo inespecifico en el pulmén para transportar
genes suicidas a las metastasis de dicho 6rgano.**?> Una vez en el pulmén, el microambiente
tumoral permite la supervivencia y la proliferacion de las células madre, lo que contribuye a la
acumulacion de estas células en las metastasis pulmonares y la baja persistencia en el tejido
sano.>*?

Con la finalidad de mejorar la terapia antitumoral, diversas estrategias han sido utilizadas
para aumentar el nuimero de MSC modificadas con genes terapéuticos en el tumor. Klopp vy
colaboradores demostraron que la irradiacion de los tumores podia aumentar el tropismo de las
MSC hacia é1.?'® Esta radiacion induce la expresiéon de mediadores inflamatorios en el tumor que
aumentan el reclutamiento de las MSC administradas de forma sistémica.?'® Otra estrategia para
aumentar la cantidad de MSC modificadas en el tumor ha sido la administracién sistémica

repetida de dichas células.®*
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8. Uso de la estrategia de seleccién positiva-negativa con MSC

En esta tesis doctoral proponemos el uso de la seleccion positiva-negativa como mecanismo
para aumentar las MSC modificadas con genes terapéuticos en el tumor. Para probar este
concepto, aislamos MSC de grasa de ratén (mMSC). Actualmente, se han aislado MSC de una
gran variedad de tejidos."”* Aun asi, por su facil extraccion' y su elevada capacidad migratoria
hacia las regiones tumorales'*® decidimos utilizar las MSC de tejido adiposo. Una vez extraidas,
determinamos la resistencia de dichas células a MTX y docetaxel. Ciertos autores han
documentado la resistencia de las MSC a un amplio espectro de drogas con diferentes
mecanismos de accion (cisplatino, ciclofosfamida, MTX y etoposido).*** Ademas, la presencia y
el aislamiento de MSC completamente viables de pacientes tratados con diferentes cocteles de
agentes quimioterapéuticos habia demostrado su resistencia in vivo.***. En nuestros
experimentos, las mMMSC presentaron una alta resistencia a MTX en comparacion con la linea
tumoral HCT116 (datos no presentados en esta tesis) y una cierta resistencia a docetaxel
comparado con la linea tumoral NP18 (Figura 1, ANEXO II: RESULTADOS). Esta resistencia
innata de las mMMSC concordaba con los resultados publicados con hMSC.*** Algunos grupos
han postulado que este efecto protector de las MSC puede ser debido a una resistencia innata a

la apoptosis®** 0 a una sobreexpresion de genes de resistencia a drogas.®*°

La seleccion positiva de las mMSC la realizamos frente a la linea tumoral pancréatica
humana NP18, que habia mostrado previamente una sensibilidad inicial al tratamiento con
docetaxel.' El uso de un modelo pancreatico presentaba una ventaja adicional; estos tumores
reclutan una gran proporcién de tejido fibrético. Por este motivo, postulamos que las MSC
precursoras de los fibroblastos asociados al tumor (TAF)", en presencia de docetaxel, podrian
ser seleccionadas respecto a los TAF enddgenos, enriqueciéndose en el tumor.

La resistencia innata de las mMMSC permitié enriquecer esta poblaciéon en un cocultivo con
células NP18 después del tratamiento con docetaxel (Figura 2, ANEXO Il: RESULTADOS). La
determinacion de esta seleccion positiva se realizé mediante el calculo de la proporcidn de
células mMSC antes y después del tratamiento. Al final del experimento, en los pozos controles
se observo una disminucion del porcentaje de rFL-MSC-MDR/FCU respecto a las proporciones
iniciales. Esto podia ser debido a la alta tasa proliferativa de la linea tumoral NP18 in vitro, que
impedia evaluar el crecimiento de las células modificadas, en ausencia de droga de seleccién
(Figura 2, ANEXO II: RESULTADOS). A pesar de los resultados obtenidos in vitro, no pudimos
aumentar la proporcion de mMSC en tumores NP18 in vivo mediante el tratamiento con
docetaxel (Figura 3, ANEXO II: RESULTADOS). Existen tres posibles explicaciones para estos

resultados:
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» La sensibilidad de las MSC a compuestos como el paclitaxel, la vincristina o el etopdsido
ha sido documentada por Li y colaboradores.®®* Podria ser que la limitada resistencia
innata a docetaxel no pudiese proteger a las mMMSC de los efectos téxicos de las altas

dosis de docetaxel in vivo.

= Se ha visto que la resistencia innata de las MSC a quimioterapia disminuye con el nimero

de divisiones (pases)'®

y en nuestro caso trabajamos con células que estaban entre pase
13 y 15. Es posible que el uso de mMSC a pases mas tempranos pudiese mejorar esta

seleccion positiva in vivo.

= Uno de los principales problemas del uso de las células madre adultas es su estado de
quiescencia. En este caso, la resistencia innata de las mMSC permitiria el
enriquecimiento de estas células a expensas de la muerte de las NP18, pero la baja tasa
de proliferacion de las mMSC celular dificultaria la repoblacion in vivo y, por lo tanto, su

enriquecimiento en el tumor.

Se ha demostrado que la tasa proliferativa y la viabilidad de las MSC puede variar
dependiendo de la especie y de su origen. En concreto, se ha visto que las MSC humanas
proliferan mas que las de ratén y que la viabilidad de las MSC de tejido adiposo humano es

superior a la de las MSC de médula 6sea humana.'®

Estudios realizados por Moreno y
colaboradores indican que mientras las MSC de médula ésea tienen un crecimiento lineal, las de
higado fetal crecen de forma exponencial.'®® Ademas, estas MSC fetales pueden ser
transducidas con gran eficiencia mediante vectores retrovirales o lentivirales y mantener la
expresion del transgén durante largos periodos de tiempo.'®? Por estos motivos decidimos utilizar
las MSC de higado fetal de conejo (rFL-MSC'®), caracterizadas por el doctor Moreno, como
prueba de concepto de la estrategia de seleccion positiva-negativa con células madre.

Con la finalidad de mejorar la resistencia de estas células a una droga de seleccion optamos
por modificarlas con un vector retroviral que expresaba el gen de resistencia a multidrogas
MDR1. Como alternativa a los vectores retrovirales, los vectores adenovirales podrian haber sido
utilizados para transferir el gen de resistencia a las células diana. Dichos vectores no son
integrativos y, por lo tanto, no permiten la expresion estable del transgén en la célula diana. Aun
asi, los vectores adenovirales se han utilizado en experimentos de biodistribucion para modificar
las MSC con genes reporteros. Estos experimentos han mostrado el mantenimiento de la
expresion del transgén durante al menos dos semanas."® Por otro lado, se ha demostrado que
en pocos dias de tratamiento con la droga de seleccién se puede enriquecer una poblacion de
células transducidas.’™® En nuestro modelo tumoral, la seleccion positiva con docetaxel durd

unas 3 semanas. Por este motivo, la transduccién de las MSC con un vector adenoviral portador
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de un gen de resistencia a drogas podria haber permitido la seleccién positiva de las células
modificadas antes de que se perdiese la expresion del transgén. Esta pérdida del gen de
resistencia, después de la seleccién positiva, hubiese aportado un mecanismo de seguridad

adicional, evitando asi la posible generacion de células tumorales resistentes.

En la presente tesis, el gen suicida FCU fue utilizado para seleccionar negativamente las
MSC modificadas. Dicho gen®" **2 ha mostrado un efecto antitumoral superior al inducido por el
gen suicida TK.**® 3% Aun asi, Matuskova y colaboradores han demostrado la formacién de
uniones gap entre las MSC vy las células de glioblastoma.**” De acuerdo con estos resultados,
Zischek y colaboradores han publicado recientemente la eficacia terapéutica de las MSC
modificadas con el gen TK en un modelo de carcinoma pancreatico metastatico.?*® Por lo tanto,
la combinacién del sistema suicida TK/GCV con las MSC continua siendo una estrategia a tener
en cuenta. Otro gen suicida candidato para ser transportado por las MSC es la carboxilesterasa
de conejo (rCE).>**® Danks y colaboradores demostraron que la administraciéon sistémica de
células madre neurales inmortalizadas modificadas con el gen rCE aumentaba los niveles de SN-
38 (metabolito téxico del CPT-11) en el tumor una vez administrada la prodroga CPT-11.%*° Esta
estrategia permitio la eliminacién de todos los tumores y la supervivencia del 90% de los ratones
durante un afio sin presentar recidivas detectables®®, sin duda, uno de los resultados mas

prometedores hasta el momento en terapia génica suicida.

Para probar la estrategia de seleccion positiva-negativa en las rFL-MSC estas células fueron
modificadas con dos retrovirus, uno que expresaba el gen de seleccion positiva MDR1 y otro que
expresaba el gen de seleccién negativa FCU. De acuerdo con los experimentos publicados hasta

el momento'®® 220

, ho se observd ninguna disminucion en la capacidad de diferenciacion de las
rFL-MSC-MDR/FCU debido a la transduccion retroviral o a la expresién del transgén (Figura 4,

ANEXO II: RESULTADOS)

Tanto las células modificadas con el gen MDR como las células modificadas con los dos
genes de seleccidn mostraron una elevada resistencia a docetaxel en comparacion con las NP18
y con las rFL-MSC parentales (Figura 5A, ANEXO Il: RESULTADOS). Estos niveles de
resistencia similares entre las dos poblaciones de células modificadas indicaban que el gen FCU
no interferia en la funcién del gen MDR. Dicha resistencia permitié seleccionar la poblacion de
células modificadas en un cocultivo con células tumorales NP18 mediante el tratamiento con la
droga de seleccion (Figura 6, ANEXO II: RESULTADOS). Por otro lado, la poblacién modificada
con los dos genes de seleccion presentd sensibilidad a GCV y un efecto colateral potente en
cultivos mixtos con células NP18 (Figura 5B, ANEXO II: RESULTADOS), similar al ya

documentado con otras células madre modificadas con el gen FCU.*** Aun asi, este efecto
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colateral fue inferior al observado en cocultivos con células NP18 parentales y células NP18
modificadas con el gen TK'"® o con el gen FCU (datos no presentados en esta tesis).
Posiblemente, la alta tasa proliferativa de las células NP18 modificadas permite metabolizar la
prodroga de una forma mas eficiente que en el caso de las MSC modificadas, aumentando asi el

efecto toxico.

Los tumores formados por una mezcla de células NP18 y rFL-MSC presentaron una
aceleracién en el crecimiento tumoral en comparacién con los controles, al igual que los tumores
que contenian mMSC (datos no presentados en esta tesis). La relacion entre las células
tumorales y las MSC es muy compleja y varia segun el tipo de tumor. Por un lado, se ha
documentado que las MSC pueden ayudar al crecimiento de los tumores subcutaneos y a la
generacién de metastasis cuando se coinyectan con células tumorales.*? *° Este
sobrecrecimiento tumoral inducido por las MSC es causado por dos factores principales. En
primer lugar, la secrecion de factores solubles que aumentan la supervivencia y la proliferacion
de las células tumorales®', y en segundo lugar, la inmunosupresién causada por las MSC.**? De
forma global, esto permite la formaciéon de un microambiente favorable para el crecimiento de las
células tumorales. Los resultados obtenidos por Karnoub y colaboradores indican que el
incremento del poder metastatico, por parte de las MSC, depende de un contacto continuo entre
el estroma y las células tumorales.®*® Esto hace necesario la presencia de MSC para la
generacion de las metastasis y, por lo tanto, el uso de MSC modificadas con genes suicidas
permitiria su eliminacion después de la administracion de la prodroga. Por otro lado, ciertos
autores han observado que las MSC pueden inhibir el crecimiento tumoral en modelos

animales®* 3

. Incluso, se ha publicado que, por si solas, presentan un efecto antitumoral en un
modelo de sarcoma de Kaposi*** y en un modelo de hematoma*®, lo que corrobora que el efecto

de las MSC sobre las células tumorales varia enormemente dependiendo del tipo de tumor.

Como hemos comentado anteriormente, todos los experimentos in vivo de esta tesis se han
realizado en un modelo de raton atimico. Por este motivo, las propiedades inmunomoduladores
de las MSC no pueden estar jugando un papel importante en el sobrecrecimiento de los tumores
mixtos con rFL-MSC o con mMSC. Por lo tanto, la produccion de factores de crecimiento en el
tumor es posiblemente la responsable de este efecto protumoral. Dicho efecto nos indica
indirectamente la viabilidad de estas células madre en el ambiente tumoral, ya demostrada por el
doctor Jerénimo Blanco con MSC de tejido adiposo en tumores de prostata PC3.%*° A pesar de
ello, observamos una pérdida de expresion de la GFP en los tumores, a lo largo del tiempo,
incluso en ausencia de seleccién (Figura 7, ANEXO Il: RESULTADOS). Consideramos que la
alta tasa de crecimiento de los tumores NP18 en ausencia de seleccidon podia estar

condicionando estos resultados. Para frenar el crecimiento de las células tumorales y favorecer
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la seleccion positiva de las rFL-MSC-MDR/FCU se empezd el tratamiento con la droga de
seleccion el dia después de la implantacion de los tumores. Aun asi, la expresion de la GFP de
los tumores siguid disminuyendo con el tiempo (Figura 8, ANEXO Il: RESULTADOS). Diversas

razones pueden explicar estos resultados:

= Los resultados obtenidos por Yu y colaboradores muestran que, a pesar del efecto
protumoral inicial de las hASCs, el microambiente desfavorable del tumor induce la
muerte de estas células en pocos dias.**' En nuestro modelo, este ambiente hostil se ve
incrementado al mezclar MSC de conejo, en tumores humanos y en un modelo murino. A
pesar de la viabilidad inicial de estas rFL-MSC, este ambiente puede inducir la muerte de

estas células.

= Hasta el momento, nadie ha estudiado la reaccion de las células fetales dentro de un
microambiente tumoral. Estas células podrian mantenerse indiferenciadas y seguir
dividiendose como ocurre in vitro o diferenciarse y detener su crecimiento, lo que

impediria su seleccién positiva.

= Experimentos publicados por Lee y colaboradores demuestran que las hMSC
administradas de forma subcutanea, intravenosa o intraperitoneal en un modelo murino
mantienen la expresion de transgenes terapéuticos durante periodos de tiempo
superiores a 3 meses.>*” De acuerdo con estos resultados, Chan y colaboradores
revelaron que las MSC fetales humanas transducidas con un gen reportero podian
mantener la expresién del transgén in vitro durante 14 semanas.'® A pesar de estos
resultados, estudios muy recientes del doctor Moreno, pendientes de publicacion, indican
que las rFL-MSC poseen la capacidad de silenciar genes exdgenos con gran facilidad y
en poco tiempo. Nuestros estudios in vitro con las rFL-MSC-MDR/FCU-GFP no han
mostrado una disminucion de la expresidon de ninguno de los transgenes. A pesar de ello,

no podemos asegurar que este silenciamiento génico no pueda darse in vivo.

Un punto a tener en cuenta cuando se trabaja con células madre es su gran variabilidad,
dependiendo del origen y especie. Incluso partiendo del mismo origen y de la misma especie,
encontramos células madre con caracteristicas similares, pero no idénticas, dependiendo del
proceso de extracciéon y del laboratorio donde se hayan generado.**® Ademas, estas células
presentan una tasa de crecimiento variable y acostumbran a tener un bajo numero de pases in
vitro. Esta limitacion dificulta la amplificacion a gran escala, necesaria para su aplicaciéon en la
clinica. La generacidén de células madre inmortalizadas permite la expansion ilimitada de estas

células y la reproducibilidad de los resultados entre un laboratorio y otro.**® 3° Existen
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numerosos genes utilizados para inmortalizar células madre entre los que encontramos el

antigeno T del virus del simio 40%", los oncogenes E6 y E7 del virus del papiloma humano®®, la

subunidad catalitica de la telomerasa humana (hTERT) sola®*? 3%

0 combinada con el proto
oncogén Bmi-1**, o el gen v-myc'"® 349 355 3% | a5 células madre inmortalizadas con este ultimo
gen adquieren un aumento en su tasa proliferativa, conservan sus propiedades
inmunomoduladores®’ y su capacidad de diferenciacion. A pesar de este efecto en la
proliferacion, las células inmortalizadas con el gen v-myc no generan tumores en ratones SCID,

1*# ni adquieren inestabilidad genética,

después de su administracion intravenosa o intracranea
como ocurre en las células inmortalizadas con otros genes®®. La linea C17.2**°, derivada de
células progenitoras del cerebelo de ratén, y la linea HB1.F3'®, derivada de la cresta neural de
feto humano, han sido ampliamente utilizadas para el tratamiento de gliomas®*’ y de
neuroblastomas diseminados®®. Estas células madre neurales inmortalizadas no sélo han
demostrado tropismo hacia tumores del mismo tipo celular, sino que también han sido capaces
de migrar hacia melanomas subcutaneos implantados en ratones atimicos después de la
administracién sistémicamente.***

El uso de MSC inmortalizadas con una tasa proliferativa superior y una expansién ilimitada
podria aumentar la viabilidad de estas células en el tumor, mejorando asi la seleccion positiva de

las MSC modificadas con genes suicidas.
9. Uso de MSC productoras de retrovirus como factoria de genes de seleccién en el tumor

En el 2006 Silva y colaboradores propusieron la utilizacion de las MSC como células

30 pero fue

productoras de retrovirus, permitiendo asi la transduccion de las células diana in situ
el grupo del doctor Ozawa el que lo llevo a la practica, pocos afios después. Durante la escritura
de esta tesis, Uchibori y colaboradores describieron, por primera vez, la generacion de MSC
productoras de retrovirus (VP-MSCs). Los experimentos realizados por este grupo mostraban la
capacidad de estas células modificadas para dirigirse al tumor y producir una progenie viral que
infectase las células tumorales in situ (Figura 1).*** La utilizacién de las MSC como factorias de
virus oncoliticos ha sido recientemente publicada.?®® **2 Yong y colaboradores demostraron que
las MSC infectadas con un adenovirus oncolitico eran capaces de amplificar la carga viral inicial

y dirigirla hacia las células tumorales sin activar el sistema inmune.?*

Los estudios de biodistribucion con las MSC productoras de un retrovirus reportero mostraron
cierta senal inicial en organos como el cerebro, el higado, el riidn o el bazo, que fue
disminuyendo a lo largo del tiempo. El tejido tumoral fue el Unico lugar donde se detecté una
amplificacion de la sefal a lo largo del tiempo, lo que indicaba la sucesiva infeccion de las células

tumorales mediante la progenie viral producida por las MSC modificadas. La administracion
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sistémica de MSC productoras de retrovirus TK mejoraba la eficacia de la terapia génica suicida

en comparacion con las MSC no productoras.®®' Aln asi, no obtuvieron regresiones completas.

MSC modificadas con un MSC productoras de
vector retroviral vectores retrovirales
(no-VP-MSCs) (VP-MSCs)

Progenie retroviral

Figura 1. Utilizacion de MSC productoras de vectores retrovirales (VP-MSC) como estrategia terapéutica. Las MSC
modificadas con retrovirus que expresan agentes antitumorales (no-VP-MSC) han sido ampliamente utilizadas para
dirigir especificamente sustancias toxicas hacia los tumores. Por otro lado, el uso de MSC productoras de retrovirus
permite generar una progenie viral en el tejido tumoral, aumentando asi, el efecto antitumoral. Adaptado de Ozawa et

al. J. Autoimmunologia 2008.

Este trabajo abre la posibilidad de generar MSC productoras de retrovirus MDR/TK®®. Esto
permitiria el transporte de genes de interés hacia los tumores mediante la administracion
sistémica de MSC productoras de retrovirus. Una vez alli, se produciria la amplificacion in situ de
la progenie viral, la infeccién y la expresion estable del transgén en las células tumorales. La
seleccion positiva de las células tumorales modificadas mediante el tratamiento con docetaxel
permitiria enriquecer la poblacién portadora del gen suicida. Finalmente, la aplicacion de la
terapia génica suicida y el efecto colateral asociado eliminaria completamente el tumor. En el
trabajo realizado por Uchibori y colaboradores, las MSC utilizadas producen retrovirus de forma
transitoria con un pico de produccion a los 48h que disminuye rapidamente con el tiempo.*®' La
generaciéon de MSC productoras de retrovirus estables permitiria mantener la produccién de
retrovirus in situ durante largos periodos de tiempo. El uso de células inmortalizadas'® 34°
facilitaria la generacion de estas células productoras estables. Ademas, evitaria la necesidad de
intervenir al paciente y permitiria la reproducibilidad de los resultados en la preclinica y la
produccién de los vehiculos celulares a gran escala y en poco tiempo para su posible aplicacion
clinica.

Con respecto a la seguridad de esta estrategia, el gen v-myc inmortaliza las células pero no
las transforma en células tumorales.*** Aun asi, el uso de células alogénicas permitiria el rechazo
de éstas, pocos dias después de su administracion, una vez hubiesen transportado y amplificado

la progenie viral en los tumores. Por otro lado, se ha documentado la llegada inespecifica de
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MSC modificadas a 6rganos como el pulmén, higado, rifidn o bazo. Aun asi, la progenie viral no
es capaz de infectar estas células sanas®®' y si lo fuese, serian eliminadas durante la aplicacion

de la terapia génica suicida.

En conclusion, esta tesis doctoral propone una nueva estrategia para enriquecer las células
modificadas con genes suicidas en el tumor y mejorar la eficacia de la terapia génica suicida. Las
MSC productoras de retrovirus podrian ser utilizadas para dirigir los genes de seleccion hacia el

tumor.
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CONCLUSIONES

1. El tratamiento con una droga de seleccion permite la seleccion positiva de las células
modificadas con un gen de resistencia a drogas y con un gen suicida, y este enriquecimiento

aumenta la eficacia de la terapia génica suicida.

2. El metotrexato permite enriquecer in vitro e in vivo una poblacién de células tumorales de

cancer de colon HCT116 que expresa simultdneamente el gen de resistencia a drogas

dihidrofolato reductasa y el gen suicida timidina quinasa.

3. El docetaxel permite enriquecer in vivo una poblacion de células tumorales de
adenocarcinoma pancreatico NP18 que expresa simultaneamente el gen de resistencia a

multidrogas MDR1 y el gen suicida timidina quinasa.

4. La administracion de la prodroga ganciclovir después de un periodo de seleccién positiva de
células tumorales modificadas con el gen suicida TK aumenta el efecto antitumoral de la terapia

geénica suicida.
5. Tanto las células madre mesenquimales murinas como las células madre mesenquimales de
higado fetal de conejo pueden enriquecerse en cocultivos con células tumorales NP18 mediante

el tratamiento con docetaxel. Este enriquecimiento se observa in vitro, pero no in vivo.

6. En presencia de 5-FC, las rFL-MSC-MDR/TK inducen la muerte de las células tumorales

NP18 mediante el efecto colateral.
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ANEXO I: MATERIALES Y METODOS

1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

1.1. Plasmidos retrovirales utilizados

1.1.1. Plasmido pRV_GFPiresMDR

El plasmido pRV_GFPiresMDR fue cedido por el Dr. Jonathan Vogel (NCI, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA). Esta construccién contiene el gen de la proteina verde
fluorescente (GFP), bajo el promotor del citomegalovirus (CMV), unido al gen de la MDR1
mediante una secuencia IRES (Internal robosomal entry sites), en la estructura del retrovirus
Harvei. Esta secuencia IRES permite la transduccion independiente de las dos proteinas a partir

de un ARN mensajero comun, lo que asegura la expresion de ambos genes en la célula diana.

1.1.2. Plasmido pRV_FCU

El plasmido pRV_FCU fue cedido por el Dr. Vladimir Ponomarev (Department of Radiology,
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, USA). Esta construcciéon contiene el gen
FCU, formado por la fusion del gen de la Citosina Deaminasa de Saccharomyces cerevisiae
(yCDA) con el gen de la Uracil fosforibosiltransferasa de la Haemophilus influenzae (iUPP), bajo
el control de la secuencia LTR (viral Long Terminal Repeats) del virus. Este gen FCU esta unido
a un gen de resistencia a neomicina mediante una secuencia IRES derivada del virus de la
encefalomiocarditis, lo que permite seleccionar las células que incorporan el plasmido retroviral

mediante tratamiento con geniticina.

Ambos plasmidos contienen un gen de resistencia a ampicilina (E.Coli Amp’), que permite la

propagacion y la seleccidn de las bacterias que han incorporado la construccion.

Para amplificar estos plasmidos se necesitaron ciertas técnicas de biologia molecular.

1.2. Transformacion en bacterias competentes

Para obtener las cantidades necesarias de los distintos plasmidos de ADN usados en el
presente estudio, se ha realizado un proceso de amplificacion de los mismos mediante la
generacion de bacterias competentes DH5a y su transformacion (incorporacion de ADN en
bacterias). Para facilitar dicha transformacion, se ha utilizado la técnica de la electroporacion,
que consiste en la aplicacion de una corriente eléctrica que produce poros en la membrana de

las bacterias y permite la entrada del ADN exdgeno. Para ello, las alicuotas de bacterias
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competentes (50 pl/alicuota) fueron descongeladas en hielo y se les afiadié de 10-25ng de ADN
plasmidico, en un volumen final de 2ul. Esta mezcla fue incubada en hielo durante 5 minutos y
introducida en cubetas de electroporacion, previamente refrigeradas en hielo. A continuacion, se
transmitié un impulso eléctrico mediante el uso de un electroporador (Electro Cell Manipulator™
ECM 630), con las siguientes condiciones: 50 uF, 1500 V y 125 Q. La electroporacién se did por
buena cuando el pulso de corriente era superior a 5 mseg. Acto seguido, las células se
resuspendian en 500 pl de pf (1% Triptona, 0.5% de extracto de levadura y 0.5% NaCl) y se
incubaba durante 1h en agitacion a 37°C para permitir que las bacterias expresasen la
resistencia del plasmido transferido. Finalmente, se sembraron 20ul de bacterias en una placa de

LB con el antibidtico de seleccion adecuado.

1.3. Amplificacion de ADN

Una vez expandidas las colonias con el plasmido de interés, éste fue extraido mediante
un kit comercial de Invitrogen “PureLink™ HiPure Plasmid Filter Purification Kits”, basado en la
lisis alcalina con SDS de las membranas bacterianas. Posteriormente, el plasmido resultante se
cuantificd y se analizé6 mediante digestién enzimatica, para comprobar la integridad y calidad del
mismo. Una vez confirmado que el plasmido era correcto se amplifico mediante el kit nombrado

anteriormente y se utilizé para transfectar los cultivos celulares.
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2. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

2.1. Lineas celulares utilizadas

2.1.1. NP18

La linea celular tumoral NP18 se establecié en el Servicio de Digestivo del Hospital de Sant
Pablo de Barcelona y fue cedida por el Laboratorio de Investigacion Gastrointestinal del mismo
hospital. Esta linea tumoral derivaba de un adenocarcinoma pancreatico humano implantado en
el pancreas de ratones atimicos y perpetuado como xenoimplantes en sucesivos ratones. Estas
células se mantuvieron en cultivo en DMEM (Dulbeco’s Modification of Eagle’s Medium Gibco
BRL) complementado con un 5% de FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco BRL), préviamente
inactivado en un bafio a 56°C durante 30 minutos. Al medio de cultivo también se le ha anadido
una mezcla de antibidticos penicilina (100U/ml) i estreptomicina (100ug/ml) en una proporcion
1:100 (1% de P/S, Gibco BRL).

2.1.2. mMSC

Las células madre mesenquimales de raton (mMMSC) se obtuvieron de hembras Balb-C
atimicas de 6 meses de edad. El tejido adiposo que recubre la bufeta fue extraido y lavado con
PBS (Phosphate Buffer Saline). Seguidamente, este tejido fue digerido mecanicamente y por
incubacién con colagenasa a una concentracion final de 0.075% (diluyendo 105mg de
colagenasa en 20ml de PBS, filtrandola posteriormente con un filtro de 0.22mm y mezclandola
con 20ml de grasa disgregada), durante 1h a 37°C en agitacion. Después de inactivar la
colagenasa con el mismo volumen de medio al 5% de FBS (40ml), se filtré todo el contenido,
utilizando un filtro de 70um, y se centrifugd a 1.200g durante 10 minutos. Se elimino el
sobrenadante y se lavo el pellet de células tres veces con PBS. Posteriormente, se contaron las
células (2.4x10° células totales) y se sembraron en una placa de 10cm de diametro con aMEM
suplementado con 15% de FBS y con 1% de P/S. El medio fue cambiado cada dia, hasta que el

cultivo llegd a confluencia (5-8 dias) y se procedié a su congelacién segun el apartado 2.3.
2.1.3. hMSC
Las Células Madre Mesenquimales humanas (hMSC) fueron extraidas a partir de la médula

Osea de donantes sanos en el Hospital Universitario Nifio Jesus y cedidas amablemente por el

Dr. Garcia-Castro (Servicio de Oncohematologia y Trasplante, Hospital Universitario Nifio Jesus,
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Madrid, Espana). Estas células se mantuvieron en cultivo en DMEM al 10% de FBS y 1% de P/S

y se congelaron en nitrégeno liquido.

2.1.4. rFLMSC

Las Células Madre Mesenquimales Fetales (rFLMSC) fuero extraidas a partir de higados
fetales de conejo y cedidas generosamente por el Dr. Josep Maria Aran (Institut d’Investigacions
Biomédiques de Bellvitge (IDIBELL), Barcelona, Espafia). Estas células se crecieron en oMEM al

15% de FBS y 1% de P/S y se procedio a su congelacion.

2.1.5. PA317DsGFP

La linea celular empaquetadora PA317GFP fue cedida por el Dr. Fernando Larcher (Centro
de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas, CIEMAT, Madrid, Espafia) y
se crecié en DMEM al 10% de FBS y 1% de P/S.
Esta linea se gener6 a partir de una transfeccion estable de un plasmido retroviral que expresaba
la proteina verde fluorescente (GFP). De esta forma, dicha linea permite la produccion estable de

vectores retrovirales que expresan la proteina GFP.

2.1.6. HEK 293 Phoenix anfotréficas

La linea celular empaquetadora 293 Phoenix anfotréficas se obtuvo a partir de la ATCC
(American Type Cell Culture) y fue cultivada en DMEM al 10% de FBS y 1% de P/S. Cada cierto
tiempo (1-2 semanas), se aconseja tratar estas células con Higromicina (300ug/ml) y con Toxina

Diftérica (1ug/ml) para asegurar la expresion estable de los dos plasmidos retrovirales.

Esta linea se utilizé para la produccién transitoria de los retrovirus empleados en esta tesis.

Todas las lineas utilizadas en la presente tesis se mantuvieron a 37°C y a una concentracion

de 5% de CO2 en una atmdsfera humeda y fueron testadas periédicamente para micoplasma.

2.2. Recuento celular

Para determinar el numero de células en cultivo y poder sembrar una cantidad concreta, las
células se tripsinizaron (Tripsina-EDTA de Gibco BRL) y se resuspendieron en DMEM al 5%
FBS. De esta suspension celular, se obtuvo una alicuota, se diluyo con azul tripan y se cargé en

una camara de Neubauer o hemocitdmetro. El colorante azul tripan se internaliza unicamente en
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las células muertas, lo que nos permitié estimar la viabilidad del cultivo. Para calcular el numero
de células de la solucion celular se contdé el nimero de células presentes en 4 de los 8

cuadrantes de la cdmara de Neubauer y se aplicé la siguiente férmula.

N° de células/ml = Media del numero de células viables por cuadrante x dilucién x 104

Finalmente, la suspension celular se diluyé hasta la concentracion necesaria para el

experimento.

2.3. Congelacién y descongelacion de las lineas celulares

Para congelar una linea celular, se tripsinizaron las células, se centrifugaron y se
resuspendieron en un medio de criopresenvacion que contiene un 90% de FBS inactivado y un
10% de agente crioprotector DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma). Las células de una placa de 15cm
confluente se resuspendieron en 5ml de medio de congelacion y se distribuyeron en 5 criotubos
(1ml/vial). Estos viales se congelaron en un tanque que contenia isopropanol y que permitia la
disminucion progresiva de la temperatura, y se mantuvieron en un congelador de -80°C. Cuando
estas alicuotas estuvieron completamente congeladas (6h) se pasaron a un tanque de nitrégeno
liquido donde se almacenaron durante largos periodos de tiempo.

Por otro lado, la descongelacion de las lineas celulares se realizé de forma rapida en un bano
a 37°C. Una vez se descongeld la alicuota, la suspensién celular se pas6 a un tubo de 15ml tipo
falcon y se centrifugd durante 5 minutos a 1250 rpm. El sobrenadante se aspir6é y el pellet de
células se resuspendio, en el medio correspondiente para cada linea celular, y se siembré en
una placa de 10cm de diametro. A las 12h, la mayor parte de las células estaban adheridas a la
placa y se volvié a cambiar el medio, para eliminar las células muertas.

En algunos tipos celulares mas sensibles a la descongelacion, como las 293 Phoenix o las
PA317GFP, una vez descongelada la alicuota, la suspension celular se sembroé directamente en
una placa de 10cm de diametro, sin centrifugacion previa. Para diluir la cantidad de DMSO se

aumento el volumen de la placa hasta 25ml y a las 12h se le reemplazé el medio.

2.4. Control de micoplasma

La contaminacion de las lineas celulares con micoplasma es bastante frecuente y pasa
visualmente desapercibida en los cultivos. A pesar de ello, esta contaminacién puede afectar los
resultados experimentales y, por este motivo, se aconseja realizar tests rutinarios de micoplasma
de todas las lineas celulares en cultivo.

Este test se basa en la detecciéon del microosganismo por PCR a partir de las secuencias
MICO-1y MICO-2 (Tabla 1)
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Secuencia de aminoacidos
MICO-1 5- GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3
MICO-2 5-CGGATAACGCTTGCGACTATG-3

Tabla 1. Secuencia aminoacidica de los cebadores utilizados para la deteccion del micoplasma.

Para testar las células utilizadas en el presente trabajo, éstas se sembraron en ausencia de
antibiéticos y se mantuvieron en cultivo hasta que llegaron a confluencia. Al cabo de 5 dias, se
obtuvo una muestra del medio de las células y se realizé la PCR. Todas las lineas utilizadas en
esta tesis presentaron un resultado de micoplasma negativo.

En el caso que esta PCR hubiese dado positiva, se hubiese considerado que la linea celular
estaba infectada y se hubiese procedida a la desmicoplasmatizacion de las células. El
tratamiento se basa en el mantenimiento de las células con plasmocina (Plasmocin TM) durante
14 dias.

2.5. Agentes quimicos utilizados

2.5.1. Docetaxel (TAXOTERE)

El docetaxel se obtuvo de la empresa Sanofi Aventis. A partir de la solucion madre se
prepard una solucién estoc de 10mg/ml en un tampoén de polisorbato segun el protocolo de
manufacturacién y se guardé a 4°C. Las soluciones de trabajo se prepararon en PBS en el

momento de su uso.

2.5.2. Ganciclovir

El Ganciclovir (GCV) se obtuvo de la empresa Roche Diagnostics. A partir del compuesto
sélido se preparé una solucion estoc de 100mg/ml en PBS y de ésta se prepararon las
soluciones de trabajo mediante diluciones en PBS o en medio de cultivo. Todas las soluciones de

GCV se almacenaron en un congelador a -20°C.

2.5.3. 5-Fluorocitosina

La 5-Fluorocitosina (5-FC) se obtuvo de la empresa Sigma. A partir del compuesto sélido se
preparé una solucion estoc de 12.5mg/ml en PBS y se guardo a -20°C. La diluciéon de este
compuesto en PBS no permite concentraciones superiores a 12.5mg/ml. Para conseguir

concentraciones mas elevadas es necesario calentar la solucion a 60°C. Para los experimento in
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vitro, se prepararon soluciones de trabajo mediante la dilucién en PBS o en medio de cultivo de

la solucion estoc, y se almacenaron a -20°C.

2.6. Produccion de retrovirus a partir de la linea empaquetadora PA317GFP

La linea empaquetadora PA317DsGFP se creciéo en DMEM al 10% de FBS hasta que lleg6 a
una confluencia del 70-80%. Para concentrar el virus producido por las células empaquetadoras,
se cultivaron en 4ml (placas de 10cm de diametro) o en 1ml (pozos de 6) durante 12-16h. El
medio condicionado de las células empaquetadoras se mezclé con un volumen del medio
requerido por las células diana y se utilizd para infectar el cultivo celular (4ml totales de
medio/placa de 10cm de diametro), en presencia de 8ug/ml de polibreno y DMEM 10% FBS. Al
dia siguiente, las células infectadas se lavaron varias veces con PBS para eliminar el virus
remanente, se les anadi6 medio fresco y se mantuvieron en cultivo hasta que llegaron a
confluencia.

El medio condicionado de las células empaquetadoras puede ser congelado a -80°, pero esto
hace que se reduzca considerablemente el titulo funcional.

El virus producido puede ser titulado mediante diluciones seriadas en las células NIH3T3.
Aun asi, en nuestros experimentos de infeccion utilizamos el medio condicionado de las
PA317GFP sin titular.

2.7. Produccion de retrovirus a partir de la linea 293 Phoenix anfotréfica

Para generar retrovirus en la linea 293 Phoenix anfotréfica, estas células fueron sembradas
en placas de 10cm de diametro. Cuando alcanzaron una confluencia del 70% (18-24h
postsiembra) se transfectaron con los plasmidos retrovirales de interés, utilizando el método de
transfeccion con Caz(PO,),. Este método se basa en la formacién de coprecipitados de fosfato
calcico y ADN exdégeno sobre la célula eucariota, favoreciendo asi la entrada del ADN
plasmidico. La adicién de cloroquina (25uM concentracion final), 5 minutos antes de la

transfeccion, mejora la eficiencia de la técnica, al inhibir las DNAasas lisosomales.

La transfeccion de las 293 Phoenix consiste en:

= Mezclar 15ug de plasmido retroviral y 61ul 2M de CaCl, en un falcon de 15ml y llevarlo a
un volumen final de 500ul con agua estéril.

= AdAadir en un nuevo tubo de 15ml 0.5ml de 2xHBSS (véase férmula a continuacion) a
pH=7.06 e ir anadiendo la solucion de ADN (0.5ml), gota a gota, mientras se van

generando burbujas de forma continua con un pipeteador automatico.
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= Anadir la solucion de HBSS/ADN en una esquina de la placa de células 293 Phoenix,
evitando levantar la monocapa.

= |ncubar las células toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente se retird el medio (la cloroquina es tdxica para las células si se mantiene mas
de 24h), se afiadio, con mucho cuidado, 4 ml de medio fresco (DMEM al 5%) y las células fueron
incubadas durante 16-24h. El sobrenadante de las 293 Phoenix transfectadas fue recogido y
filtrado por un filtro de 0.45um. Finalmente, este sobrenadante fue mezclado con un volumen de
medio fresco, especifico de la linea celular diana, y se utilizé para infectar las células diana
(4ml/placa de 10cm de didmetro), en presencia de 8ug/ml de polibreno. Dichas células habian
sido sembradas, previamente, a una confluencia del 70% para garantizar una optima infeccion.
Una vez infectadas, estas células se incubaron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente, se
realizaron varios lavados con PBS, para eliminar el virus remanente, se afadié medio fresco al

cultivo y se mantuvo a 37°C hasta que llegd a confluencia.

El HBSS utilizado para transfectar las 293 Phoenix se preparo de la siguiente manera:

2XHBSS

Concentracion final  Solucién estoc
Hepes 50mM 1™
KCI 10mM 1™
Dextrosa (D-Glucosa) 12mM
NaCl 280nM 5M
Na,HPO,x2H,0 1.5mM 75mM

Esta solucion se prepard en H,O destilada a un pH entre 6.9 y 7.1 y se filtra por un filtro de
0.22um.

2.8. Generacioén de las lineas celulares modificadas mediante la infeccién con retrovirus

2.8.1. nMSC-GFP

Las células mMSC (pase 11) fueron incubadas durante dos dias consecutivos con el
sobrenadante de las PA317-GFP. La eficiencia de infeccion fue evaluada por microscopia de
fluorescencia. Consideramos aceptable un cultivo con mas de un 80% de células GFP positivas.
Una vez conseguido dicho cultivo, las células fueron congeladas. Las mMSC-GFP que se

utilizaron en los ensayos in vitro e in vivo estaban entre pase 13 y 15.

158



ANEXO I: MATERIALES Y METODOS

2.8.2. rFL-MSC-MDR-GFP

Las células rFL-MSC (pase 1) fueron infectadas durante dos dias consecutivos con el
sobrenadante de las 293 Phoenix transfectadas con el plasmido pRV_GFPiresMDR. A las 48h
después de la primera infeccidn, se empezé el tratamiento con 16ng/ml de docetaxel y, cuando el
cultivo celular llegé a confluencia (5 dias postratamiento) se determiné el porcentaje de células
GFP positivas. Igual que en el caso anterior, la presencia de mas de un 80% de células GFP

positivas fue considerado aceptable y se procedié a la congelacién del cultivo.

2.8.3. rFL-MSC-FCU

Las células rFL-MSC (pase 1) fueron infectadas durante dos dias consecutivos con el
sobrenadante de las 293 Phoenix transfectadas con el plasmido pRV_FCU. A las 48h después
de la primera infeccion, se empezo el tratamiento con 1.600ug/ml de geneticina y se mantuvieron

en cultivo hasta que llegaron a confluencia (5 dias postratamiento).

2.8.4. rFL-MSC-MDR/FCU-GFP

Las células rFL-MSC (pase 1) fueron infectadas durante dos dias consecutivos con una
mezcla de los sobrenadantes de las 293 Phoenix transfectadas con el plasmido
pRV_GFPiresMDR o con el pRV_FCU. A las 48h se trataron con 1.600ug/ml de geneticina y a
las 96h se inicio el tratamiento con 16ng/ml de docetaxel, manteniéndose el tratamiento con
geneticina hasta que el cultivo llegd a confluencia (5 dias después del inicio de tratamiento con

geneticina).

Para garantizar una buena calidad de estas células, todas las rFL-MSC modificadas que se

utilizaron en los ensayos in vitro e in vivo no sobrepasaron el pase 5.

2.9. Ensayo de diferenciacién de las rFL-MSC modificadas con retrovirus

La caracterizacion funcional de las células madre se basa en la capacidad de diferenciarse a
otros tipos celulares. Para determinar la capacidad de diferenciacion de las rFL-MSC-MDR/TK-
GFP a osteocitos y a adipositos, estas células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y
cultivadas con IMDM (Iscove’s Modification Dulbecco's Medium Gibco BRL) al 15% de FBS y 1%
de P/S, suplementado segun el tipo de diferenciacion (especificado a continuacién). Como

control de diferenciacion se utilizaron las hMSC.
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La composicion del medio de diferenciacion a osteoblastos es la siguiente:

Diferenciacion Osteoblastica

Concentracion final Solucién estoc
Dexametasona 0.1uM 20ug/ml en DMEM (2% EtOH)
B-Glicerolfosfato 10mM 0.1g/ml en DMEM
Ascorbato-2-fosfato 0.2mM 1M en DMEM

El medio de diferenciaciéon se cambié 3 veces por semana, durante 3 semanas. Después de
este periodo, los osteocitos fueron marcados con rojo de Alizarina o Alizarin Red, que permite

tefir los depdsitos de calcio.

El procedimiento que se llevd a cabo fue el siguiente:

= Aspirar el medio de diferenciacién de los pozos con cuidado de no despegar la monocapa

» Fijar el cultivo con EtOH al 70%, previamente enfriado a -20°C, durante 1h a temperatura
ambiente

= Aspirar el alcohol y lavar (5-10 minutos) 2 veces con agua destilada

= Aspirar el agua y afiadir 2ml de solucion de Alizarin Red (véase férmula a continuacion)

» Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos

= Aspirar la solucién y lavar 4 veces con agua destilada

* AnAadir 2ml de agua para evitar que las células se sequen
Preparacion de la solucion de Alizarin Red
= Diluir 1gr de Alizarin Red en 50ml de agua destilada
» Mezclar la solucion y ajustar el pH a 4.1-4.3 usando 0.5% de hidréxido de amonio
= El pH es critico para esta solucién. Por este motivo, es necesario preparar la solucién

fresca

La composicion del medio de diferenciacion a adipocitos es la siguiente:
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Diferenciacion Adipogénica

Concentracion final Solucion estoc
Isobutil-metil xantina (IBMX) 0.5mM 1M en DMSO
Hidrocortisona 1uM 50ug/ml en DMEM (5% EtOH)
Indometacina 0.1mM 50mg/ml en DMEM (5% EtOH)

El medio de diferenciacion se cambio 3 veces por semana, durante 3 semanas. Después de
este periodo, los adipocitos fueron marcados con aceite rojo o Oil Red-O, que es muy soluble en

lipidos y permite tefir de rojo los acumulos de grasa.

El procedimiento que se llevd a cabo fue el siguiente:

= Aspirar el medio de diferenciacion y lavar con PBS con cuidado de no despegar la
monocapa

= Fijar con paraformaldehido (PFA) al 4% (2ml/pozo de 6) durante 30-60 minutos a
temperatura ambiente

= Lavar con agua esteril

= Afadir 2ml de isopropanol al 60% durante 2-5 minutos

= Aspirar el isopropanol, anadir 2ml de solucién de trabajo Oil Red-O (véase formula a
continuacion) y dejar durante 5 minutos

= Lavar dos veces con isopropanol 60% durante 1 minuto

= Lavar con agua del grifo durante 5 minutos

= Teiir los nacleos con 2ml de hematoxilina durante 2-3 minutos

= Lavar con agua del grifo durante 3 minutos y cubrir los pozos con agua destilada para

evitar que se sequen

Preparacion de la solucion de trabajo Oil Red-O

= Preparar una solucion estoc a partir de 300mg de Oil Red-O en 100ml de isopropanol al
99%. Esta solucién es estable durante un afo

= Mezclar 3 volumenes de la solucion estoc de Oil Red-O con dos volumenes de agua
destilada y dejarlo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Esta solucién de trabajo
sélo es estable durante 2h

= Filtrar la solucion con un papel de filtro para descartar los grumos

161



ANEXO I: MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados en los ensayos de diferenciacion de las MSC fueron

subministrados por Sigma-Aldrich.

2.10. Ensayo de viabilidad celular por MTT

Para analizar la viabilidad de los cultivos se utilizo el ensayo de MTT [bromuro de 3-(4,5-

dimetietiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium]**®

de Sigma, que mide la actividad metabdlica
mitocondrial de la célula. Este ensayo se basa en la ruptura de las sales de tetrazolio (MTT) en
cristales de formazan de color violeta insolubles en agua. Esta reaccién sélo se producen en las
células viables mediante una deshidrogenasa mitocondrial.

Una vez realizado el experimento pertinente, se afadid MTT al cultivo a una concentracion
final de 1Tmg/ml (250l volumen final/pozo de 96) y la placa de cultivo se incub6 durante 1h a
37°C. Debido a la baja tasa proliferativa de las MSC en comparacion con las células tumorales, la
deteccién de su viabilidad celular se realizé a partir de una concentracion superior de MTT
(2.5mg/ml de MTT) durante 2h. Después de esta incubacion, se aspird el medio con mucho
cuidado y los cristales fueron solubilizados en DMSO (200ul/pocillo de 96). Una vez disueltos, se
midié la densidad optica de la solucién en un lector de ELISA a 540nm. El valor de absorbancia
obtenido correlacioné con la viabilidad de la muestra (nUmero de células metabdlicamente

activas).

2.11. Experimento de sensibilidad a docetaxel

Para determinar la sensibilidad a docetaxel de las células mMSC-GFP en comparacién con la
linea tumoral NP18, se sembraron 2x10° células mMSC-GFP 6 5x10° células NP18 por pocillo en
placas de 96 pocillos y se incubaron por triplicado con diluciones seriadas de docetaxel, desde 3 a
12.500 pg/ml (dilucién 1/4). Al cabo de 13 dias de tratamiento, se midi¢ la viabilidad celular de los
pozos tratados mediante un ensayo de MTT. El porcentaje de viabilidad celular fue calculado
mediante la ecuacion T/NTx100, donde la T es la viabilidad celular de las células tratadas y la NT
es la viabilidad celular de las células no tratadas.

Para determinar la sensibilidad a docetaxel de las células rFLMSC, rFLMSCMDR vy
rFLMSCMDR/FCU, en comparacién con las NP18, se sembraron 5x10° células por pocillo en
placas de 96 pocillos y se incubaron por triplicado con diluciones seriadas de docetaxel, desde
98 a 100.000 pg/ml (dilucién 1/2). Al cabo de 6 dias de tratamiento, se midi6 la viabilidad del

cultivo celular por MTT.

2.11. Experimento de efecto colateral
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Para evaluar el efecto colateral de las células rFL-MSC modificadas con el gen FCU se
sembro por triplicado una mezcla celular formada por células NP18 y una proporcion creciente de
células rFL-MSC modificadas (0%, 0.4%, 0.8%, 1.6%, 3.1%, 6.3%, 12.5%,25%, 50% y 100%)
(5x10° células totales/pocillo). Estas mezclas se cultivaron en placas de 96 pocillos y se trataron
con 130ug/ml de 5-FC. Después de 6 dias de tratamiento, se calculd el porcentaje de viabilidad
celular por MTT. Debido a que la intensidad de deteccion de las MSC es inferior a la de las
células NP18, se utiliz6 como controles pozos con la misma proporcién de MSC pero sin

tratamiento con 5-FC.

2.12. Experimentos de seleccidn positiva en cultivos celulares

2.12.1. Seleccion positiva de las mMSC-GFP

La determinacién del enriquecimiento de las mMSC-GFP en un cultivo celular con NP18 se
realiz6 en placas de 96 pocillos. Para ello, se mezclaron células tumorales NP18 con una
proporcién creciente de mMSC-GFP por triplicado (5x10° células totales/pocillo) y se incubaron
con docetaxel (concentracion final 0.8ng/ml).

A los 7 dias después del tratamiento, se tripsinizé el cultivo, se contaron las células GFP
positivas en una camara de Neubauer y se calculd la proporcion de células positivas para GFP,

respecto al total de células, en cada una de las condiciones.

2.12.2. Seleccién positiva de las rFL-MSC-MDR/FCU-GFP

El enriquecimiento de las rFL-MSC-MDR/FCU-GFP se determind a partir de mezclas
celulares formadas por células NP18 y células rFL-MSC-MDR/FCU-GFP (5x10° células
totales/pocillo). Las mezclas celulares se incubaron con docetaxel (concentracion final 16ng/ml)
por triplicado y al cabo de 8 dias, se tomaron imagenes (100x) representativas, con un

microscopio de fluorescencia, de cada una de las condiciones.
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3. TECNICAS DE EXPERIMENTACION CON ANIMALES

3.1. Modelo animal

Para realizar los experimentos in vivo de esta tesis se utilizaron ratones immunodeprimidos
BALB/c nu/nu (Harlan), machos, de 4-6 semanas de edad y con un peso medio de 30 gramos.
Estos animales se mantuvieron en el estabulario de ['Institut d’Investigacié Biomédica de
Bellvitge (IDIBELL), Barcelona, Espana, de acuerdo con las recomendaciones de la AAALAC
(Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International) y se han
manipulado de acuerdo con las recomendaciones del Comité Etico de Experimentacion Animal
del IDIBELL.

3.2. Implantacion y medida de los tumores

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 15cm de diametro. En el momento de
la implantacién, las células se ftripsinizaron, se lavaron con PBS y se contaron. Para la
generacion de los tumores mixtos, se mezclé una cantidad de células tumorales NP18 fija, para
cada experimento, y un porcentaje variable de MSC. Esta mezcla celular se centrifugd a 1.250
rom durante 5 minutos y el pellet de células fue resuspendido en el volumen necesario para la
implantacién de los tumores (150ul/tumor). Esta implantacion se realizé mediante la inoculacion
subcutanea de los 150ul de mezcla celular en los dos flancos posteriores del animal, con una
aguja hipodérmica de 25G. Después de la implantacion, se hizo un seguimiento del crecimiento
tumoral por palpacion y, cuando aparecieron todos los tumores, se empezaron a medir, entre dos
y tres veces por semana, con un pie de rey. El volumen tumoral se calculé de acuerdo con la

siguiente ecuacion:
Volumen(mm?®) =AxB?x (n/6)
Donde A y B son la dimensién mayor y la dimension menor del tumor, medido en mm,
respectivamente.

3.3. Tratamiento de los animales con docetaxel

Antes de la administracion se preparo la solucion de trabajo (3.1 mg/ml en suero fisiolégico) a
partir de la solucién estoc de docetaxel (10mg/ml). Esta se inyecté de forma intraperitoneal, con
una aguja de 25G, a una dosi de 25mg/kg, en un volumen de 200-300ul, un dia a la semana,

durante 3 semanas.
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3.4. Obtencion y fijacion de los tumores para la criopreservacion de la GFP

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical y los tumores subcutaneos se extrajeron
utilizando material quirdrgico. Una vez extraidos, se lavaron con suero fisiolégico y se fijaron con
una solucion de PFA al 4%, a temperatura ambiente, durante 12-24h dependiendo del tamafo de
la muestra. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS, para eliminar el exceso de fijador,

y se crioprotegieron por inmersion en soluciones crecientes de sacarosa:

= Sacarosa 5 % en PBS, 2h a 4°C
= Sacarosa 10 % en PBS, 2h a 4°C
= Sacarosa 30% en PBS, toda la noche, a 4°C

(En total un minimo de 12h)

Una vez finalizado este proceso, los tumores se colocaron en moldes especializados, se les
afiadié OCT y se congelaron rapidamente en nieve carbdnica. Una vez congeladas, las muestras

se almacenaron en un congelador de -80°C.

3.5. Andlisis de la GFP en los tumores criopreservados en OCT

Para analizar los tumores criopreservados se partié de las muestras incluidas en OCT y se
realizaron criosecciones de 5 um con un criotomo (Global Medical Instrumentation, Shandon
Cryotome Cryostat, Ramsey, Minnesota), que nos permitid6 mantener las muestras congeladas
entre -20 y -30°C. Las secciones se montaron en un portaobjetos, previamente tratado con poli-
lisina (Sigma), para favorecer la adhesién de la muestra, y se le anadié medio de montaje con
DAPI (Vectashield, vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). La expresion de la GFP se
determiné mediante un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51) y se tomaron imagenes

representativas (x200) de tres tumores de cada grupo.
3.6. Ensayo de persistencia de las rFL-MSC-MDR/FCU-GFP en tumores NP18

Se implantaron una cantidad fija de 2.5x10° células NP18 por tumor, mezcladas con un 10%
de rFL-MSC-MDR/FCU-GFP. A dia 20 postimplantacién, los ratones fueron sacrificados, se

extrajeron los tumores (n=8) y se analizé la expresién de la GFP.

3.7. Experimentos de seleccion positiva in vivo
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Para evaluar el enriquecimiento de las MSC modificadas después del tratamiento con
docetaxel, se implantaron tumores formados por una cantidad fija de células tumorales NP18 y

una proporcion variable de MSC modificadas. Una vez estos tumores alcanzaron un volumen

tumoral entre 100-200mm’. se sacrificaron unos ratones a dia 0 y se extrajeron los tumores
(n=6), para analizar la proporcién de MSC modificadas en el tumor antes del tratamiento. En este
punto, los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en dos grupos (PBS y docetaxel)
(n=10) y tratados con docetaxel (25 mg/Kg intraperitoneal, una vez a la semana, durante 3
semanas). Cuando los tumores alcanzaron un tamafo entre los 200-300mm?3, los ratones fueron
sacrificados y se extrajeron los tumores. Estos tumores se fijaron en OCT, siguiendo el protocolo

de criopreservacion de la GFP, y se analizo la expresion de la GFP.
3.7.1. Seleccion positiva de las mMSC-GFP

En este experimento se implantaron 4x10° células NP18 por tumor mezcladas con un 3% 6
un 11% de mMSC-GFP. A dia 10 postimplantacion, se empezé el tratamiento con docetaxel,
durante 3 semanas, y a dia 21 se sacrificaron los ratones del grupo PBS. Entre dia 52 y dia 62,
dependiendo del tamafio tumoral, los ratones del grupo docetaxel fueron sacrificados y se

analizé la expresion de la GFP.
3.7.2. Seleccidn positiva de las rFL-MSC-MDR/FCU-GFP

En el segundo experimento se implantaron 1x10” células NP18 por tumor mezcladas con un
3% de rFL-MSC-MDR/FCU-GFP 6 un 3% de mMSC-GFP vy, el dia después de la implantacion,
los ratones fueron tratados con docetaxel semanalmente, hasta el momento de su sacrificio. Los
ratones del grupo PBS se sacrificaron a dia 14 postimplantacion y los ratones del grupo

docetaxel entre dia 34 y dia 44, segun el tamafio tumoral.
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Recientemente, se ha demostrado que las MS tienen un tropismo hacia las lesiones
tumorales después de su administracion sistémica. En concreto, estas células madre han sido
utilizadas para transportar genes suicidas hacia las células tumorales. Diversos estudios también
apuntan a que estas células ejercen una funcién estructural en el tumor, dando lugar a los
fibroblastos asociados a tumor (TAFs). Por estas caracteristicas, nos planteamos si estas MSC
modificadas con genes suicidas podian enriquecerse en un tumor con una droga de seleccion,
para después ser eliminadas con una prodroga. El efecto colateral del sistema suicida permitiria
eliminar las células tumorales adyacentes a las MSC modificadas.

Para probar este concepto las mMSC fueron extraidas a partir del tejido adiposo de ratén y
mantenidas en cultivo. Una vez tuvimos un cultivo estable, marcamos estas células con un
retrovirus GFP para detectarlas por fluorescencia. Lo primero que determinamos fue la
sensibilidad a docetaxel de las mMMSC comparada con la linea celular NP18. En la Figura 1

observamos que las mMMSC son ligeramente mas resistentes a docetaxel que las NP18 in vitro.
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Figura 1. Andlisis de la sensibilidad a docetaxel de las MMSC-GFP. Las células NP18 (barras rojas) y las células
mMSC-GFP (barras verdes) se sembraron en placas de 96 pocillos y se incubaron con concentraciones crecientes de

docetaxel (de 3 a 12.500 pg/ml). Trece dias después del tratamiento, se calculd la viabilidad celular.

El siguiente paso fue evaluar si esta ligera resistencia innata de las mMSC permitia
seleccionarlas positivamente en una mezcla celular con NP18, después del tratamiento a bajas
dosis de docetaxel. En la Figura 2 observamos un incremento de la poblacion mMSC en los

pozos tratados con docetaxel respecto a las no tratadas.
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Figura 2. Enriquecimiento de las mMSC-GFP después del tratamiento con docetaxel. Las células NP18 fueron
mezcladas con una proporcion creciente de mMSC-GFP y se trataron con docetaxel. A los 7 dias después del
tratamiento, las células fueron tripsinizadas y se cuantificé el porcentage de células GFP positiva que habia en los
cultivos. En esta figura se representa la proporcion de mMSC-GFP después del tratamiento con PBS (barras rojas) o
con docetaxel (barras verdes). Las barras negras representan la proporcién de mMSC-GFP sembradas en un inicio,

también indicada numéricamente.

Esta seleccion positiva de las mMSC in vitro planted la posibilidad de utilizar el docetaxel,
como droga de seleccién, para enriquecer esta poblacion en tumores formados por una mezcla
de NP18 y mMSC. En los resultados obtenidos en ratones, a pesar de observar algunas colonias
GFP positivas en los tumores después del tratamiento con docetaxel, no pudimos determinar una
seleccion positiva clara de esta poblacién respecto a la poblacién parental NP18 (Figura 3). Una
posible explicacion podia ser la baja tasa proliferativa de este tipo celular que impediria la
repoblacion de las células NP18 que van muriendo por efecto de la droga de seleccién. Para
solucionar esta limitacion, utilizamos unas MSC extraidas de higado fetal de conejo (rFL-MSC),
que sabiamos previamente que tenian una tasa proliferativa in vitro muy superior a las mMSC.
Estas células fueron modificadas con un retrovirus que expresaba el gen de resistencia a
multidrogas MDR1 y con otro retrovirus que expresaba el gen suicida FCU. EI gen MDR1
permitiria seleccionar positivamente estas células en presencia de docetaxel y el gen FCU
eliminarlas en presencia de la prodroga 5-FC. Ademas, el gen MDR1 estaba unido al gen
reportero de la GFP mediante una secuencia IRES, lo que permitia detectar las células

modificadas por fluorescencia.
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A Dia 0 Dia 10 Dia 21 Dia 52-62
I I I |
Implantacién Tratamiento Sacrificio Sacrificio del
del tumor con del grupo grupo
(4x108 NP18 + docetaxel PBS docetaxel
mMSC-GFP)

Mezcla de un 3% mMSC-GFP + NP18 Mezcla de un 11% mMSC-GFP + NP18

Pre-
tratamiento

PBS

Docetaxel

Figura 3. Seleccién positiva de las mMMSC-GFP in vivo. Un numero fijo de células NP18 (4X106 NP18/tumor) fue
mezclado con un 3% 6 un 11% de mMMSC-GFP e implantado de forma subcutanea en ratones atimicos. Cuando los
tumores fueron palpables, se empezé el tratamiento con docetaxel. A) Esquema del experimento donde se indican el
numero de células NP18 implantadas por tumor, el dia de tratamiento con docetaxel y el dia de sacrificio de los grupos
PBS y docetaxel. B) Imagenes representativas (x200) de 3 tumores de cada uno de los grupos (grupo pre-tratamiento,
grupo control o grupo tratado con docetaxel).

Para confirmar que las MSC modificadas mantenian las propiedades de célula madre,
hicimos un ensayo de diferenciacion osteogénica y adipogénica. Pudimos comprobar que la
transduccidn con retrovirus y la expresién de los genes exégenos no modificaba las propiedades
de diferenciacion de estas células (Figura 4).

Los ensayos de sensibilidad a docetaxel indicaron que las rFL-MSC-MDR vy las rFL-MSC-
MDR/FCU presentaban una resistencia a docetaxel significativa, tanto en comparacion con las

rFL-MSC sin modificar como con las células tumorales NP18 (Figura 5A).
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Diferenciacién a adipocitos Diferenciacién a osteocitos

(Tincién con aceite rojo) (Tincién con rojo de Alizarina)

Figura 4. Diferenciacion de las rFL-
MSC-MDR/FCU a adipositos y a
osteocitos. Después de cultivar las
células con medios especificos de
diferenciacion, los acumulos de grasa
de los adipositos y los depositos de
calcio de los osteoblastos fueron

rFL-MSCMDR/FCU

tefiidos con aceite rojo y rojo de
alizarina, respectivamente.

hMSC

Para la evaluacién de la eficacia de la terapia génica suicida in vitro, se determiné el efecto
colateral de las rFL-MSC modificadas con el gen suicida FCU, en presencia de células NP18.
Los resultados mostraron que partir de bajas proporciones de células modificadas se podia
disminuir considerablemente el crecimiento de las células NP18. Aun asi, era necesario un 50%
de rFL-MSC que expresasen el gen FCU para eliminar mas del 90% del cultivo. En este
experimento no se apreciaron diferencias de eficacia entre las células que expresaban el gen

FCU o las células que expresaban los dos genes de selecciéon (MDR/FCU) (Figura 5B).
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Figura 5. Caracterizacion funcional de las células rFL-MSC modificadas. A) Las células NP18 (barras rojas), rFL-
MSC (barras negras), rFL-MSC-MDR (barras azules) y rFL-MSC-MDR/FCU (barras verdes) se sembraron en placas
de 96 pocillos, se incubaron con concentraciones crecientes de docetaxel (de 98 a 100.000 pg/ml) y, al cabo de 6 dias
de tratamiento, se calculd la viabilidad celular. Para simplificar la figura no se han representado las diferencias
estadisticas entre grupos. B) Para determinar el efecto colateral de las células rFL-MSC-MDR/FCU se sembré una
mezcla de células tumorales NP18 con una proporcion creciente de células rFL-MSC-FCU (barras naranjas) o de rFL-
MSC-MDR/FCU (barras verdes) y se trataron con 5-FC. Después de 6 dias de tratamiento, se determind el porcentaje

de viabilidad celular del cultivo.
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Una vez confirmado el efecto del gen de seleccion (MDR) y del gen suicida (FCU) en las rFL-
MSC modificadas, se estudio el enriquecimiento de estas células en cultivos mixtos con células
NP18. Los resultados de este experimento mostraron que era posible seleccionar positivamente

la poblacién de rFL-MSC-MDR/FCU después del tratamiento con docetaxel (Figura 6).

0% 1.5% 3.1% 6.25% 12.5% 25% 50% 100%

Figura 6. Seleccién positiva de las células rFL-MSC-MDR/FCU con docetaxel. Las células NP18 fueron mezcladas
con una proporcion creciente de células rFL-MSC-MDR/FCU vy se trataron con docetaxel. La tira superior de imagenes
muestra una imagen representativa de las células GFP positiva en los pozos controles mientras que la tira de inferior

muestra imagenes de los pozos tratados con docetaxel.

Una vez demostrada la eficacia de nuestro modelo in vitro, pasamos a evaluar la persistencia
de las rFL-MSC-MDR/FCU en tumores NP18 implantados en ratones. Para ello, implantamos
tumores en ratones a partir de una mezcla celular formada por un 90% de células NP18 y un
10% de rFL-MSC modificadas (Figura 7A). El analisis de las secciones tumorales mostré una
ausencia de expresion de GFP, lo que indicaba una baja persistencia de las rFL-MSC-MDR/FCU

en los tumores NP18 (Figura 7B-D).

Figura 7. Persistencia de las rFL-MSC-MDR/FCU-GFP en un tumor formado por células NP18. Un numero fijo de
células NP18 (2.5x106 NP18/tumor) fue mezclado con un 10% de rFL-MSC-MDR/FCU-GFP e implantado de forma
subcutanea en ratones. Después de 20 dias, los ratones fueron sacrificados, se extrajeron los tumores (n=8) y se
analizé la expresion de GFP. A) Imagen representativa de la proporcién de rFL-MSC-MDR/FCU-GFP en la mezcla
celular antes de ser implantada en los ratones. B, C y D) Imagenes representativas de la expresion de GFP de 3

tumores 20 dias postimplantacion.
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La agresividad y la alta tasa de crecimiento de los tumores NP18 en ausencia de la droga de
seleccion podia explicar estos resultados. En ausencia de docetaxel, las rFL-MSC-MDR/FCU
presentaban una desventaja selectiva en comparacion con las NP18, lo que podia inducir su
muerte. Con la finalidad de favorecer el crecimiento de las MSC modificadas desde un inicio, se
disefio un experimento similar al anterior, en el que los animales fueron tratados con docetaxel
desde el siguiente dia de la implantacion de los tumores. Este experimento se realizé en tumores
mixtos con un 3% inicial de rFL-MSC-MDR/FCU o de mMSC-GFP. A pesar de adelantar el
tratamiento, las secciones tumorales mostraron una baja proporcién de células GFP positivas, en

ambos tipos de tumores (Figura 8).

Dia 0O Dia 14 Dia 3T-44
Implantacién del tumor Sacrificio del Sacrificio del
(10x108 NP18 + MSC) y grupo PBS grupo docetaxel
tratamiento con
docetaxel
Inicial: 3% rFLMSC-MDR/FCU-GFP Inicial: 3% mMSC-GFP

PBS

Doce

Figura 8. Seleccién positiva de las MSC modificadas durante el tratamiento inicial de docetaxel. Un nimero fijo
de células NP18 (1x107 NP18/tumor) fue mezclado con un 3% de rFL-MSC-MDR/FCU-GFP 6 un 3% de mMSC-GFP e
implantado de forma subcutanea en ratones. Al dia siguiente de la implantacién, estos ratones fueron tratados con
docetaxel o con PBS, semanalmente, hasta el momento de su sacrificio. A) Esquema del experimento, donde se
indican el numero de células NP18 implantadas por tumor y el dia de sacrificio de los animales. B) Imagenes
representativas (x200) de 3 tumores del grupo control o del grupo tratado con docetaxel para las dos condiciones
iniciales (3% rFL-MSC-MDR/FCU-GFP 6 3% de mMSC-GFP).
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En estos afios en el laboratorio, ademas de realizar el trabajo mostrado en esta tesis
doctoral, también he participado en otros proyectos que han dado lugar a varias publicaciones.

En este ANEXO lll, se presentan las publicaciones en las que he colaborado.
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Abstract

Genetic bioselection of a mutagenized Ad5wt stock in human
tumor xenografts led us to isolate AdT1, a mutant displaying a
large-plaque phenotype in vitro and an enhanced systemic
antitumor activity in vivo. AdT1 phenotype correlates with
an increased progeny release without affecting total viral yield
in different human tumors and cancer-associated fibroblasts.
An approach combining hybrid Ad5/AdT1 recombinants and
sequencing identified a truncating insertion in the endoplas-
mic reticulum retention domain of the E3/19K protein (445A
mutation) which relocates the protein to the plasma mem-
brane and is responsible for AdT1’s enhanced release. E3/19K-
445A phenotype does not correlate with the protein’s ability to
interact with MHC-I or induce apoptosis. Intracellular calcium
measurement revealed that the 445A mutation induces
extracellular Ca®' influx, deregulating intracellular Ca®*
homeostasis and inducing membrane permeabilization, a
viroporin-like function. E3/19K-445A mutants also display
enhanced antitumoral activity when injected both intratumor-
ally and systemically in different models in vivo. Our results
indicate that the inclusion of mutation 445A in tumor-selective
adenoviruses would be a very powerful tool to enhance their
antitumor efficacy. [Cancer Res 2008;68(21):8928-37]

Introduction

Tumor-selective viruses are being engineered to treat cancer (1).
Different strategies have been used to render adenovirus tumor
specific (2). Results to date have shown a good security/toxicity
profile for multiple modes of delivery. Flu-like symptomatology
has been reported as the most common toxicity, especially after
iv. delivery, along with transient transaminitis and, occasionally,
thrombocytopenia (3). Antitumor effects have also been described
after intratumoral or intracavital injection, and the potential for
synergy with chemotherapy is very promising (4). However,
systemic antitumoral response rates range only from minimal to
moderate after systemic administration (5, 6).

One of the reasons that explain the poor response to oncolytic
adenovirus after i.v. administration is the biodistribution profile of
adenovirus 5 (Ad5), a non-blood-borne virus that is quickly cleared
from the bloodstream after i.v. administration and accumulates in
the liver within minutes due to the particular hepatic architecture
and vascular system (7, 8). The presence of the host immune

Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research Online
(http://cancerres.aacrjournals.org/).

Requests for reprints: Manel Cascallo, IDIBELL-Institut Catala d’'Oncologia, Av
Gran Via s/n km 2,7, UHospitalet de Llobregat, 08907 Barcelona, Spain. Phone: 34-93-
2607463; Fax: 34-93-2607466; E-mail: mcascallo@iconcologia.net.

©2008 American Association for Cancer Research.

doi:10.1158/0008-5472.CAN-08-1145

system may also be determinant in the response to oncolytic
adenoviruses, although its exact role is not clear, with some
discrepancies between preclinical data and clinical results (9, 10).
In addition, other biological barriers within the tumor mass (for
example, the tumor stroma matrix) also limits adenovirus oncolysis
by hindering the spread of the virions (11, 12).

Improving adenovirus potency has been postulated as an
important step to overcome all these limitations (13). One
approach to render adenoviruses more cytotoxic is arming
oncolytic adenoviruses with transgenes that are able to eliminate
surrounding cells and favor spreading of the oncolytic effect. With
this aim, several proteins have been incorporated into the
adenovirus backbone, including the adenovirus death protein
(14), p53 (15), different prodrug-converting enzymes (16), and
immunomodulators (17). Although successful results have been
obtained with some of these constructs, the utility of this strategy
has been often limited by the small cloning capacity of most
oncolytic adenoviruses after the insertion of the genetic elements
required to confer selectivity.

Bioselection of randomly mutagenized adenovirus by repeated
passaging in defined conditions can also be used as a strategy for
the isolation of mutants that exhibit potent and/or tumor-selective
phenotypes. This genetic selection has the potential to assign novel
functions to viral genes. For example, new mutants of human Ad5
with enhanced oncolytic activity were isolated after repeated
passage of a randomly mutagenized pool in a human colorectal
cancer cell line in vitro (18). A point mutation that induced a COOH
terminal truncation in the i-leader protein, resulting in its early
accumulation, was shown to be essential for the mutant phenotype
(18). Interestingly, the relevance of such mutations in the i-leader
protein has been further confirmed by another study (19).

With the aim of selecting Ad5 mutants with enhanced antitumor
activity, we have extended the genetic selection approach by
including the in vivo tumor environment as selective pressure.
A mutant isolated from tumors, AdT1, displayed an increased
antitumor activity in vivo and large-plaque phenotype in vitro.
Further characterization showed that AdT1 presented an improved
viral release without affecting the overall yield in both human
tumor cells and cancer-associated fibroblasts. A combined
approach including sequencing and analysis of recombinants
revealed that the presence of a mutation in the endoplasmic
reticulum retention domain of the E3/19K protein was responsible
for the phenotype. We propose that the expression of the mutated
form of E3/19K is able to disturb intracellular Ca®>" homeostasis
and ultimately create membrane lesions that allow enhanced virus
release.

Materials and Methods

Cell lines and viruses. Human HEK293, A549, FaDu, SKMel-28, and NP-9
(20) cell lines and hamster pancreatic tumor HP-1 cells (21) were grown in

Cancer Res 2008; 68: (21). November 1, 2008
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DMEM supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS). CAF1 cells, human
carcinoma-associated fibroblasts, were isolated and characterized in our
laboratory from an hepatic metastasis of a human colorectal carcinoma and
were maintained in DMEM-F12 supplemented with 10% FBS and BD MITO"
serum extender (Becton Dickinson). When evaluating effects of extracellular
Ca®*, CAF1 cells were seeded in fibronectin-coated dishes. To obtain >80%
infection, 293, A549, FaDu, DLD-1, SKMel-28, NP-9, CAF1 and HP-1 cells
were infected with 5, 20, 25, 15, 25, 30, 45, and 50 transducing units (TU) per
cell, respectively. As calcium-containing medium, a Ca®*-free medium to
which CaCl, was added to a final concentration of 1.8 mmol/L was used.
Calcium-free medium was supplemented with 0.5 mmol/L EGTA immedi-
ately before use. Human Ad5 was obtained from American Type Culture
Collection (ATCC). AATL (AdGFPLuc) has been previously described (22).
Oligonucleotides were designed to sequence Ad5 and AdT1 entire viral
genomes.

Random mutagenesis and irn vivo selection. An Ad5 stock was
randomly mutagenized with nitrous acid (23) and the 8 min-treated stock
(1,000-fold loss of virus viability; average of nine mutations per genome) was
chosen for the first round of in vivo selection. Mutations were fixed, and the
mutagenized stock was subsequently amplified and purified by passage at a
high TU per cell in A549 cells to prevent in vitro selection of mutants. For
each round of in vivo selection, 1 X 107 NP-9 cells were injected s.c. into the
flanks of male BALB/c nu/nu mice. Animal studies were performed in the
IDIBELL facility (AAALAC unit 1155) and approved by the IDIBELL' Ethical
Committee for Animal Experimentation. Once the tumors reached
100 mm®, mice were injected with PBS, Ad5, or the mutagenized Ad5
stock at 2 X 10" vp by tail vein. At 4 h postinjection, blood was drawn from
the tail and the titer was determined by an anti-hexon staining method.
Body weights of the animals were monitored, and tumor volume was
calculated as previously described (11). The virus mutants with superior
blood persistence were amplified from a blood sample of the mouse that
displayed the best tumor growth inhibition and were chosen for the next
round of in vivo selection. After the fourth round of bioselection, the virus
mutants were extracted from the tumor that showed the most pronounced
tumor growth inhibition. The AdT1 mutant was isolated from the resulting
tumor cell lysate by plaque assay in A549 cells.

Construction of Ad5/AdT1 recombinants and E3/19K modified
viruses. Homologous recombination for the generation of modified viruses
was performed in yeast. The yeast replication elements and a selectable
marker were cloned into pAd5 plasmid (ref. 24; pAd5CAU). Homologous
recombination between different fragments of pAd5CAU and AdT1 genome
(represented schematically in Fig. 24) resulted in the generation of the
different Ad5/AdT1 recombinants used to map the mutation(s) responsible
for the large-plaque phenotype of AdT1. Plasmids pAdE3/19K-445A, pAdE3/
19K-445ACS40, pAdE3/19K-KS, pAdE3/19K-CS40, and pAdE3/19K-del
(Supplementary Table S1) were constructed by recombination of pAd5CAU
with PCR-modified E3/19K sequences, and the incorporated modifications
were sequenced. Viruses were generated in 293, propagated in A549, and
quantified using the anti-hexon staining—based method using 293 cells (24).
Briefly, this method consists in the infection of 293 cells with serial dilutions
of a virus sample. Thirty-six hours postinfection, cells were fixed with
methanol and incubated with mouse anti-hexon (2Hx-2 hybridoma, ATCC)
and Alexa 488-labeled goat anti-mouse (Molecular Probes) during 1 h at
37°C. The similar late protein expression pattern showed by the viruses
(Supplementary Fig. S2B) assured this method was suitable for the titration
of the mutant viruses generated.

Virus release and production assays. 293, A549, CAF1, NP-9, FaDu,
SkMel-28, DLD-1, or HP-1 cells were infected to allow 80% to 100% infection.
Three hours later, infection medium was removed and cells were washed
twice with PBS and incubated with fresh medium. At the indicated time
points a fraction of the supernatant (SN) and the cell-media suspension
(CE) were harvested. Viral titers were determined in triplicate according to
an anti-hexon staining-based method, as described above. For experiments
in which the effects of extracellular calcium were assayed, cells were
infected, and medium was removed 24 h later, the cells were washed twice
with PBS (-CaCl,/-MgCl,) and subsequently incubated with normal or Ca®*-
free medium.

In vitro cytotoxicity assay. Cytotoxity assay was performed by seeding
30,000 A549 cells, 10,000 NP-9 cells, or 50,000 DLD-1 cells per well in 96-well
plates in DMEM with 5% FBS. Cells were infected with serial dilutions
starting with 90 TU/cell for A549, 250 TU/cell for NP-9, and 20 TU/cell for
DLD-1 cells. At day 5 postinfection, plates were washed with PBS and
stained for total protein content (bicinchoninic acid assay, Pierce
Biotechnology) and absorbance was quantified. The TU per cell required
to produce 50% inhibition (ICs, value) was estimated from dose-response
curves by standard nonlinear regression (GraFit; Erithacus Software), using
an adapted Hill equation.

Western blot analysis. A549 cells were either mock-infected or infected
to allow >80% infection, and protein cell extracts were prepared
24 h postinfection with Iso-Hi-pH buffer [0.14 mol/L NaCl, 1 mmol/L
MgCl,, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.5), 0.5% Nonidet P-40]. Protein samples
(20 pg/lane) were separated by SDS/PAGE and transferred to membranes.
Blots were probed with the following antibodies: anti-E3/19K (ref. 25;
Tw1.3 that recognizes a luminal epitope of the protein kindly provided by
Dr. Yewdell, NIAID/NIH), anti-E1A (clone 13S-5, Santa Cruz Biotechnology),
anti-Ad5 virion proteins (ab6982, Abcam), anti-human poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP; clone 551024, Becton Dickinson), or anti-adenovirus
death protein (ADP; specific for residues 63-77 of the Ad2 ADP sequence
kindly provided by Dr. W.S.M. Wold, St. Louis University; ref. 26).

E3/19K and MHC-I membrane expression analysis by fluorescence-
activated cell sorting. Cell surface expression of E3/19K and MHC class I
in virus-infected cells was analyzed in A549 cells using anti-E3/19K (Tw1.3)
and anti-human MHC-I (W6/32, ATCC), respectively. Twenty-four hours
postinfection, fluorescence profiles were obtained in triplicate by analyzing
10,000 viable cells by flow cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson) using
488-nm laser and CellQuest Pro software (Becton Dickinson).

Propidium iodide uptake and measurement of intracellular Ca®*
concentration. A549 or CAF1 monolayers were infected to obtain 80%
infection. Cells were harvested at various times postinfection. For
permeability studies, suspensions were incubated with 1 pg/mL propidium
iodide (PL; Bender Medsystems) for 15 min at room temperature. The
number of permeable cells was determined in triplicate by flow cytometry
(FACSCalibur, Becton Dickinson). To determine intracellular Ca>* concen-
tration, cells were incubated with 10 umol/L Fluo-3 acetoxymethyl ester
(AM) and 20 pmol/L Fura-red AM (Invitrogen) indicators, as previously
described (27). The loaded A549 cells were analyzed in triplicate by flow
cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson).

Evaluation of antitumor efficacy in vivo. Pancreatic human NP-9
tumor xenografts were established s.c. into the flanks of BALB/c nu/nu mice
as described above. To evaluate systemic efficacy of the viruses carrying
E3/19K-445A mutation, mice with 100 mm® tumors (z = 10 per group)
were treated with a single iv. injection of PBS, Ad5, AdT1, or AdE3/19K-
445A (2 % 10" vp/mouse in 150 pL PBS). The VP/TU ratio of the purified
virus stocks used for the in vivo efficacy experiments was similar as shown
in Supplementary Table S2. To evaluate intratumoral efficacy, 100 mm®
tumors (n = 10 per group) were treated with a single intratumoral injection
of PBS, Ad5, AdT1, or AdE3/19K-445A (2 X 10° vp/tumor in 25 pL PBS). To
evaluate the efficacy of E3/19K-445A mutants in an immune competent
model, HP-1 tumors were induced in the flanks of female 5-wk-old immune
competent Syrian (golden) hamsters (Mesocricetus auratus) by s.c.
inoculation of 1 X 10° cells. Once tumors reached 150 to 170 mm®
hamsters were randomized (n = 10 per group), and a single intratumoral
injection was performed with Ad5 or AdT1 at 2.5 X 10" vp/tumor in 25 pL
PBS or with PBS. In each model, tumor sizes and animal body weights were
recorded and tumor volume and growth were calculated according to the
corresponding formulas. The two-tailed Student’s ¢ test was used for
comparing the tumor progression in mice in the different treatment groups.

Intratumoral adenovirus detection. Adenovirus immunofluorescence
in hamster tumors was performed as previously described (24). Briefly,
OCT-embedded sections from HP-1 tumors obtained at day 29 after virus
administration were treated with polyclonal anti-adenovirus (clone Ab6982,
Abcam Ltd.) and Alexa Fluor 488-labeled goat anti-rabbit (Molecular Probes)
antibodies and counterstained with 4’,6-diamino-2-phenylindole. Stained
slides were analyzed under a fluorescent microscope (Olympus BX51).
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Results

In vivo bioselection of Ad5 mutants with enhanced oncolytic
efficacy. A purified stock of wild-type human Ad5 was randomly
mutated with nitrous acid as previously described (23). The
mutagenized stock was amplified in human lung adenocarcinoma
A549 cells and subjected to various rounds of selection in vivo in
BALB/c nu/nu mice harboring s.c. human pancreatic NP-9 tumors
to select mutants with improved oncolytic potency (see Materials
and Methods). In the fourth round of bioselection, the virus mutants
were extracted from the tumor that showed the most pronounced
growth inhibition and plaque-purified to isolate clones. One of these
clones, AdT1, was further characterized, and the mutations
responsible for its phenotype are the main focus of this study.

Characterization of the phenotype of AdT1. To compare the
systemic antitumor efficacy of Ad5 and AdT1, mice with s.c. NP-9
tumors were treated with a single i.v. dose of 2 X 10" vp and the
tumor growth was monitored. Mutant AdT1 showed an enhanced
antitumor activity compared with Ad5 (Fig. 14), and this correlated
with intratumoral viral replication (not shown).

The enhanced antitumor efficacy displayed by AdT1 ir vivo was
associated with a large-plaque phenotype in vitro (Fig. 1B). The
plaques of AdT1 in A549 cells appeared earlier and were at least
twice as large as the control Ad5 plaques. The AdT1 large-plaque
phenotype could result from an increase in the viral yield or an
increase in viral release. The measurement of intracellular and
extracellular virus in A549 cells showed that AdT1 was released
more efficiently from infected cells, whereas the total virus
produced was unaffected (Fig. 1C). Because fibroblasts release
adenovirus less efficiently than epithelial cells and are relevant
target cells in oncolysis of tumors with stroma, we analyzed and
confirmed the enhanced release of AdT1 in carcinoma-associated
fibroblasts (CAF1; Fig. 1C). This increase in the rate of viral
release was also observed in 293 cells and human tumor cell
lines from head and neck (FaDu), melanoma (SkMel-28), pancreas
(NP-9), and colorectal carcinoma (DLD-1), as well as in hamster
pancreatic tumor HP-1 cells (Fig. 1D), confirming that this
phenotype was not restricted to the cells used during the
bioselection process. The enhanced release also resulted in an
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Figure 1. Characterization of the phenotype of AdT1. A, NP-9 tumor xenografts were treated i.v. with PBS, Ad5, or AdT1. Points, mean percentage of tumor
growth (n = 10); bars, SE. #, significant (P = 0.03) compared with the group treated with PBS; *, significant (P = 0.03) compared with mice injected with Ad5. B, plaque
size of Ad5 and AdT1 in A549 cells at day 7 postinfection. C, viral production and release kinetics of Ad5 and AdT1 in A549 cells (left) and carcinoma-associated
fibroblasts (CAF1 cells; right). Extracellular (SN) and intracellular (CE) viral content were analyzed at the time points indicated. *, significant (P = 8.9e—05 and

P = 0.01 for A549 and CAF1 cells, respectively) compared with Ad5. D, viral release of Ad5 and AdT1 in a panel of different tumor cell lines. Titer of the supernatant
at the time point at which AdT1 and Ad5 showed biggest differences for each cell line. E, comparative cytotoxicity of Ad5 and AdT1 in A549, NP-9, and DLD-1 tumor

cell lines.
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Figure 2. Identification of the mutations responsible for the AdT1 phenotype. A, schematic representation of the Ad5/AdT1 recombinants and the mutations
present in the AdT1 genome. The fragments of the Ad5 (black) and AdT1 (white) genomes and the enzymes used for the construction of the recombinants are
represented, as well as their ability to form large plaques in A549 monolayers. The site and genes affected by the mutations are specified. Nucleotide changes (—) and
insertions (+) are indicated. Mutations located between two protein coding regions are indicated in parentheses. pTP, preterminal protein. The amino acid (aa)
positions affected by the mutation are indicated in parentheses. B, plaque morphology of Ad5, AdT1 and AdE3/19K-445A in A549 cells 7 d after infection. C, viral
release and production of Ad5, AdT1, and AdE3/19K-445A in carcinoma-associated fibroblasts. CAF1 cells were infected, and virus present in the supernatant (SN) and

cell extract (CE) was measured 48 h postinfection.

enhanced cytotoxicity, as tested in A549, NP-9, and DLD-1 cells
(Fig. 1E). The dominance of the phenotype of AdT1 was
confirmed by performing a cell-plaque assay after coinfection
with a GFP-expressing E1A-deleted adenoviral vector (Supple-
mentary Fig. S1).

Identification of the mutation(s) responsible for the
enhanced viral release of AdT1: E3/19K-445A mutation. We
carried out the functional mapping of the AdT1 phenotype and
complete sequence analysis of AdT1 genome. The Ad5/AdT1
recombinants mapped the mutation responsible for the large-
plaque phenotype to nucleotides 27335 to 35935 of AdT1
(schematically represented in Fig. 24). The sequence analysis of
the genome revealed four mutations (Fig. 24). Among these, two
were silent and one inserted three nucleotides (GGA) in position
26296 of Ad5, which introduced an extra Gly at position 745 of the
amino acid sequence of the L4-100K protein. The fourth mutation,
found in position 29174, inserted an adenine into position 445 of
the nucleotide sequence of the E3/19K protein. Because mutation
E3/19K-445A was the only change detected in the smallest
fragment of AdT1 that was able to confer large-plaque phenotype,
we hypothesized it was responsible for the phenotype. The
generation of mutant AdE3/19K-445A proved that this mutation
was sufficient to enhance the release of Ad5. This mutation
conferred both a large-plaque phenotype in A549 (Fig. 2B)
and an enhanced viral release without modifying the viral yield
in CAF1 cells (Fig. 2C). With these data, we concluded that

mutation E3/19K-445A was responsible for the enhanced release
observed with AdT1.

The change in localization of the E3/19K protein enhances
adenovirus release. E3/19K protein is a small glycoprotein coded
by the early region E3 of Ad5. The cytoplasmic tail of this protein,
affected by mutation E3/19K-445A, contains a dilysine motif
essential for the retention of E3/19K in the endoplasmic reticulum
(ER; refs. 25, 28). Mutation E3/19K-445A generates a shift in the
open reading frame (ORF) that changes the amino acid sequence
from position 149 and generates a stop codon at position 154. As a
result, E3/19K-445A presents a truncated cytoplasmic tail, which
results in the loss of the ER retention signal and is expected to
relocalize E3/19K to the plasma membrane.

The enhanced viral release observed with AdE3/19K-445A could
be due to the loss of function of the E3/19K protein or to the gain
of function of this protein when translocated to the cell surface.
Two viruses were constructed to test this hypothesis: AdE3/19K-
del, which lacks E3/19K expression (nucleotides 28846-29201 of
Ad5 were deleted), and AdE3/19K-KS, a mutant different from
AdE3/19K-445A which also affects the ER retention domain of this
protein (the dilysine motif was substituted for two serines, KK—SS;
ref. 29; Supplementary Table S1). As Fig. 34 displays, cell surface
expression of the E3/19K was only detected in the cells infected
with the viruses that had lost the ER retention signal: AdT1, AdE3/
19K-445A, and AdE3/19K-KS. The lack of E3/19K expression in
mutant AdE3/19K-del was confirmed by Western blot, as shown in
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Fig. 3B. Interestingly, a viral release assay in CAF1 cells showed that
AdE3/19K-KS was released 100 times more efficiently than Ad5
(Fig. 3C). The phenocopy of AdT1 and AdE3/19K-445A by AdE3/
19K-KS established a direct association between the change of
localization of E3/19K and the enhanced rate of viral release and
suggested a new function for E3/19K at the cell membrane. By
contrast, AdE3/19K-del showed levels of extracellular virus
comparable with Ad5, in concordance with previous studies stating
that the lack of E3/19K expression does not increase adenovirus
release (30).

The enhanced release phenotype of mutant AdE3/19K-445A
is not mediated by interaction with MHC-I at the cell surface
or by apoptosis. The main function of E3/19K is to bind to and
retain the heavy chains of MHC class I in the ER, preventing CTL
response against adenoviral infection (25, 28, 31). Consequently, the
loss of ER retention of E3/19K-445A inhibits ER retention of MHC-1.
We hypothesized that the interaction of E3/19K and MHC-I at the
plasma membrane could be triggering the enhanced release
observed with AdE3/19K-445A. For this purpose, we constructed
mutant AdE3/19K-445ACS40, which contained both the E3/19K-
445A mutation and the substitution of a cysteine in position 40 of
the amino acid sequence of E3/19K for a serine (C—S-40), which

A
P=0.001
11000
@ P=0.006
i P 0.002
E 100
5]
la_t‘-
E P—ouz
X 10
l B
oo

AdED/19K-AdEI 1 SK-ADE 1 8K-
4454 KS del

uninfected  AdS AdT1

C P=0.04

1,00E+07

1 00E+06

TUmL

1,00E+05

-

AdEZN 9K- ADER/19K- AdEZM 9K-
4454, del

S

1,00E+04
Add AdT1

Figure 3. Association of E3/19K localization to the plasma membrane and the
phenotype of enhanced release. A, cell surface expression of E3/19K protein in
A549 cells. Expression of E3/19K in the plasma membrane was analyzed at
24 h postinfection in nonpermeabilized cells by flow cytometry with Tw1.3
antibody. B, Western blot detection of E3/19K. A549 cell lysates were processed
for E3/19K protein expression 24 h postinfection with the adenovirus mutants
indicated. C, viral release of Ad5, AdT1, AdE3/19K-445A, AdE3/19K-KS, and
AdE3/19K-del in carcinoma-associated fibroblasts. Virus present in the
supernatant was measured 48 h postinfection in CAF1.

prevents MHC-I binding (32). As Fig. 44 displays, the analysis of
cell surface expression of MHC-I showed that AdE3/19K-445A
blocked MHC-I transport to the plasma membrane less efficiently,
although it did not reach basal levels of MHC-I expression, as
previously described (33). On the other hand, mutant AdE3/19K-
445ACS40 showed similar cell surface MHC-I expression as the
uninfected cells. This confirms that this mutant is unable to
prevent MHC-I transport to the membrane, because it is unable to
bind to MHC-I (significant differences compared with AdE3/19K-
445A). A viral release assay in CAF1 cells showed that, although
AdE3/19K-445ACS40 was unable to bind to MHC-I, it was released
earlier into the supernatant (Fig. 4B). This mutant also displayed
a large-plaque phenotype in A549 (Supplementary Table S1),
proving that the phenotype was not dependent on interaction with
MHC-I. Additional evidence suggesting that the AdT1 mutant did
not enhance viral release by interacting with MHC-I comes from
the enhanced release phenotype of AdT1 in a cell line negative for
MHC-I expression, such as DLD-1 (Fig. 1D and Supplementary
Table S1).

Adenovirus mutants defective in viral genes that inhibit
apoptosis produce a characteristic phenotype similar to that
observed with AdT1 and AdE3/19K-445A (34).To determine the
levels of apoptosis activation with our mutants, we analyzed PARP
cleavage during the viral cycle. As Fig. 4C displays, the level of PARP
cleavage in AdT1 and AdE3/19K-445A~infected cells was similar to
that seen for Ad5, which shows that these mutants were unable to
activate apoptosis. Further confirmation of the apoptosis indepen-
dence of the AdE319K-445A phenotype was gained from viral
release experiments in CAF1 cells treated with the broad spectrum
caspase inhibitor Q-VD-OPh. Both the viral release and plaque-size
of AdE3/19K-445A were not affected by the presence of Q-VD-OPh,
proving that the enhanced rate of viral release was not mediated by
apoptosis (Fig. 4D; Supplementary Table S1).

The enhanced release of E3/19K-445A-expressing mutants
is not mediated by ADP overexpression. ADP is a small
glycoprotein coded by the E3 region of Ad5 required for the
efficient lysis of adenovirus-infected cells. Its overexpression results
in an enhanced release and large-plaque phenotype (14, 30, 35). The
expression of this protein is tightly regulated by pre-mRNA
processing and some deletion mutations upstream of ADP which
affect splicing or polyadenylation sites increase the expression of
its early transcripts (26, 36). The proximity of E3/19K and ADP ORF
led us to study a possible ADP overexpression caused by the E3/
19K-445A mutation. No differences were found in the pattern of E3
transcripts (Supplementary Fig. S24). Early ADP transcripts (bands
d and e) were not detected 8 hours postinfection for neither Ad5
nor AdT1 but were greatly amplified 24 hours postinfection (bands
d’ and ¢’), as previously described (26). Western blot detection of
ADP expression in the different mutants confirmed these results
and dismissed ADP overexpression in AdT1 and AdE3/19K-445A-
infected cells (Supplementary Fig. S2B). Furthermore, no differ-
ences in E1A nor adenovirus late protein expression were found for
the different virus mutants (Supplementary Fig. S2B).

Mutant AdE3/19K-445A enhances cell permeability and
increases intracellular [Ca®>*]. Some viruses actively enhance cell
permeability during viral infection by the expression of viroporins,
facilitating the influx of extracellular ions, which can enhance viral
release through yet unknown mechanisms (37, 38). To study a
putative viroporin-like function of E3/19K-445A, we analyzed cell
permeability and intracellular Ca®>" concentration throughout the
viral cycle. AAE3/19K-445A enhanced cell permeability at earlier
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Figure 4. MHC-I binding and apoptosis independence of the enhanced release phenotype of AdT1. A, fluorescence-activated cell sorting analysis of MHC-I cell
surface expression in mutant and Ad5-infected human A549 cells. Cells were infected and, 24 h later, exposed to the monoclonal antibody W6/32. Cell surface
levels of class | antigens are expressed relative to that of mock-infected cells, which were set to 100%. B, viral release assay of Ad5, AJE3/19K-445A, and
AdES3/19K-445ACS40 in carcinoma-associated fibroblasts. Cells were infected, and the virus present in the supernatant (SN) was measured 48 h postinfection.

C, Western blot detection of PARP cleavage in mutant and Ad5-infected A549 cells. Mock-infected cells or infected with Ad5, AdT1, or ADE3/19K-445A or treated with
0.075 pmol/L and 0.2 pmol/L of staurosporine (SSP) as a positive control of apoptosis induction were analyzed. The cell lysates were processed for detection of
PARP cleavage at 16, 24, 40, and 48 h postinfection. D, viral release and production of Ad5 and AJE3/19K-445A in carcinoma-associated fibroblasts in the presence
of a broad spectrum apoptosis inhibitor, Q-VD-Oph. Cells were infected and incubated in the presence or absence of 20 umol/L Q-VD-Oph. The extracellular (SN)

and intracellular (CE) viral content was measured 48 h postinfection.

stages of infection (Fig. 54), and this increase in cell permeability
was associated with an increase in the intracellular Ca®*
concentration (Fig. 5B). This enhanced permeability for AdE3/
19K-445A-infected cells was also observed in CAF1 (Fig. 5C). To
test whether the influx of Ca** was the cause of the enhanced rate
of viral release, we performed a viral release and production assay
in CAF1 cells in the presence or absence of extracellular Ca®".
Although the lack of Ca** in the extracellular medium affected the
viral yield of both viruses, the differences in viral release between
Ad5 and AdE3/19K-445A disappeared in the absence of Ca®
(Fig. 5D), proving that the enhanced release of AdE3/19K-445A was
triggered, at least in part, by Ca®* influx.

Evaluation of in vive efficacy. Mice carrying NP-9 pancreatic
tumors were treated with a single i.v. dose of Ad5 or AdE3/19K-
445A at 2 x 10" vp/mouse. The enhanced antitumor activity
shown by AdE3/19K-445A compared with Ad5 proves that the 445A

mutation is not only responsible for the enhanced release and
cytotoxicity of AdT1 ir vitro but also for the gain of oncolytic effect
in vivo (Fig. 64). In a second model, we assessed the comparative
in vivo efficacy of Ad5, AdT1, and AdE3/19K-445A with a single
intratumoral injection of virus into NP-9 s.c. tumors. Even in such
conditions, in which we potentiate the amount of Ad5 in the tumor,
both the AdT1 and AdE3/19K-445A-treated tumors responded
better with respect to Ad5 (Fig. 6B). We also performed a third
in vivo experiment in Syrian hamsters that has been described as
an immunocompetent model wherein human adenovirus is able to
replicate (Fig. 6C). Hamsters with s.c. pancreatic HP-1 tumors were
treated intratumorally at a dose of 2.5 X 10'° vp/tumor. Both Ad5
and AdT1 displayed significant antitumoral activity, although no
statistical significance among these groups was observed. Analysis
of HP-1 tumor sections revealed that despite the presence of
extensive areas of necrosis in all experimental groups, tumors
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Figure 5. Adenovirus mutant AdE3/19K-445A enhances membrane permeabilization and increases intracellular Ca%* concentration. A, kinetics of cell permeability of
Ad5-infected and AJE3/19K-445A—infected A549 cells. Cells were infected and, at the indicated time points, trypsinized and incubated with PI. The number of
permeable cells (PI-positive cells) was determined. The intensity of Pl for infected cells is represented in a logarithmic scale. B, kinetics of cytosolic free Ca* during
Ad5 and AJE3/19K-445A infection. A549 cells infected with Ad5 or AAE3/19K-445A were incubated at the indicated time points with Fluo-3 AM and Fura-red AM. The
Fluo-3/Fura-red ratio for each cell was analyzed, and cells were divided into a population with a high ratio (high intracellular [Ca®*]) or a low ratio (low intracellular
[Ca®*]). Percentage of cells with high intracellular calcium concentration is plotted for each time point. C, cell permeability of Ad5-infected and AJE3/19K-445A-infected
CAF1 cells. D, viral release and production of Ad5, AdT1, and AdE3/19K-445A in the presence or absence of extracellular Ca?* in carcinoma-associated fibroblasts.
After infection, cells were incubated in normal or Ca®*-free medium, and extracellular and intracellular viral contents were measured 48 h postinfection.

injected with AdT1 showed a more diffuse staining compared with restricted to the pancreatic tumors where the bioselection process
Ad5, suggesting an improved spread of E3/19K-445A mutant virus was developed, but the increased progeny release is also evident in
(Fig. 6D). different tumor cell types, including melanoma, lung, head and

neck, and colorectal adenocarcinomas. Previously described
adenoviral mutants with large-plaque phenotype include mutants

Discussion in E1B/19K, in which E1A-induced apoptosis is not blocked (39),
Improving the antitumor potency of current oncolytic adenovi- and premature cell death may lead to a reduced viral production.
ruses represents one of the major challenges to obtain systemic On the other hand, mutants that overexpress the adenovirus death
therapeutic effect in clinical trials. Bioselection of randomly protein (14, 35) or that express COOH truncating forms of the
mutagenized pools of human Ad5 by repeated passaging under a i-leader protein (18, 19) also display large-plaque phenotype,
predefined set of conditions is a classic virology strategy that has improving viral release without affecting the total yield. A double
been recently postulated as a powerful method to develop more strategy, including the generation of Ad5/AdT1 recombinants and
potent adenoviruses (18, 19). We hypothesized that the passage of complete genome sequencing, allowed us to conclude that the
Ad5 random mutants in an ir vivo murine model of human cancer alteration responsible for the AdT1-phenotype was the insertion of
would provide a selective pressure environment closer to human one nucleotide in the E3/19K coding region (mutation E3/19K-
tumors in the clinical setting, where the presence of a three- 445A), subsequently leading to the COOH truncation of the protein
dimensional tumor stroma, the host immune system, and the and loss of its ER retention signal. The E3/19K glycoprotein retains
proliferating status of tumor cells differ from those encountered in the class I MHC heavy chain in the ER (40, 41) and prevents tapasin
in vitro cell cultures. processing of class I MHC-bound peptides (33). However, to date, it
By using this approach, we have isolated a new mutant virus, has never been postulated as capable of modifying viral cycle
AdT1, which displays an enhanced antitumor activity when kinetics and its functions are assumed to be nonessential for
injected systemically in mice carrying s.c. human tumors. In vitro adenovirus growth in vitro (42), which has led to its deletion in
characterization revealed that AdT1 displays a large-plaque many oncolytic adenoviruses (2).
phenotype, which correlates with an increased cytotoxicity and Our studies show that the translocation of E3/19K-445A to the
release of viral progeny after replication, and a total viral yield not plasma membrane is the determinant for the enhanced release

modified with respect to Ad5. Interestingly, the phenotype is not phenotype of AdT1 and AdE3/19K-445A. Other mutants that also
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Figure 6. In vivo efficacy. A, NP-9 s.c. tumor xenografts were treated i.v. with
PBS, Ad5, or AAE3/19K-445A. Points, mean percentage of tumor growth

(n =10); bars, SE. #, significant (P = 0.03) compared with the group treated
with PBS; *, significant (P = 0.008) compared with mice injected with Ad5.

B, NP-9 tumor xenografts were treated intratumorally with PBS, Ad5, AdT1, or
AdES3/19K-445A. #, significant (P = 0.003) compared with tumors injected with
PBS; *, significant (P = 0.002) compared with tumors injected with PBS. C,
Syrian hamsters with s.c. HP-1 tumors were treated intratumorally with PBS,
Ad5, or AdT1. Columns, mean percentage of tumor growth (n = 10); bars, SE.
#, significant (P = 0.01) compared with tumors injected with PBS; *, significant
(P = 0.04) compared with tumors injected with PBS. D, adenovirus intratumoral
replication assessed by adenovirus detection in HP-1 pancreatic tumors grown
s.c. in immunocompetent hamsters. Frozen sections of tumors obtained at day
29 after intratumoral injection of PBS (a), or 2.5 x 10'° vp of Ad5 (b) or AdT1
mutant (c) were treated with an anti-adenovirus antibody and counterstained
with 4,6"-diaminidino-2-phenylindole (x200). Sections taken from tumors
treated with AdT1 displayed a more diffuse staining for adenovirus presence
compared with Ad5-injected ones (green dots). N, necrotic areas.

induce a change of localization of E3/19K to the cell membrane by
different genetic alterations, such as AdE3/19K-KS, also phenocopy
the enhanced release of AdT1. This rules out the possibility that the
precise E3/19K-445A alteration provokes a change in the complex
splicing balance of the E3 region, leading to differential expression
of ADP and enhanced cell death, as found with other E3 mutants
(36). In fact, analysis of E3-specific mRNAs does not suggest any
imbalance between the levels of the different transcripts after AdT1
infection with respect to Ad5. Furthermore, protein levels of ADP,
E1A, and major structural proteins are not modified in E3/19K-
445A containing adenoviruses. Overall, these data suggest that the
viral cycle of AdT1 is only affected in its latest events, ie., the
plasma membrane permeabilization and the mutant virion release.

How E3/19K-445A relocalization improves adenovirus release is
not clear at the present. This function is not related to the ability of
E3/19K to bind MHC-], its canonical target, but the presence of the
mutation confers the protein the ability to initiate a new pathway.
Apoptosis induction seems not to be the basis of the enhanced
spreading of the E3/19K-445A mutants, as is the case for other
large-plaque mutant adenoviruses (39). Interestingly, our results
provide evidence that infection with E3/19K-445A expressing
adenoviruses disrupts intracellular Ca®* gradients maintained by
the plasma and ER membranes, leading to an increase in the
cytoplasmic calcium levels. Furthermore, the requirement for
extracellular Ca®" availability for the enhanced release phenotype
of AdT1 suggests that such increases in intracellular calcium are
due, at least in part, to the influx of extracellular calcium. Increases
in intracellular calcium have been shown to be involved in animal
virus-induced cytophatic effects and cell killing (43). Protein 2B
from coxsackievirus, a protein with viroporin function, gradually
induces the influx of extracellular Ca>*, and release of Ca®* from ER
stores to permeabilize the plasma membrane and ultimately cause
membrane lesions that allow the release of virus progeny (38).
Interestingly, wild-type E3/19K is capable of mobilizing the ER pool
of Ca®* through an indirect mechanism (29). Although a direct role
in Ca®" mobilization by E3/19K-445A warrants experiments with
the protein being autonomously expressed, we hypothesize that the
mutant E3/19K acts functionally as a viroporin. Viroporins are
nonessential, virally encoded, small membrane proteins that form
selective channels in membranes, allowing the diffusion of ions and
small molecules. Their deletion affects mainly the assembly and
exit of virions (37). Their functions are related to both the
modification of cell permeability to ions and membrane destabi-
lization. The use of viroporins to promote progeny release is
common to several families of viruses, such as picornavirus (38, 44),
retrovirus (45), and orthomyxoviruses (46). In this context, our
results suggest that, as a consequence of the selective pressure
exerted in human xenografted tumors in vivo, adenovirus has
evolved to incorporate an alternative and more efficient mecha-
nism of release, which it lacks in its native form (where it uses ADP
as the main mechanism), but that other animal viruses have
previously selected. Moreover, the fact that the mutation selected
in the current adenovirus bioselection process affects one of the
main limitations found in oncolytic viruses suggests that pressure
encountered in the environment of human tumors in vivo may be
particularly relevant. Curiously, the latter stages in the viral cycle
seem to be more prone to optimization within the tumor milieu.
Further insight into the mechanism of release of E3/19K-COOH
terminal truncated mutants could provide additional clues to
understand the poorly characterized mechanism of release of
native adenovirus modulation.
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In terms of the immune response modulation, the E3/19K-445A
form differs from its wild-type counterpart in its ability to bind and
retain MHC class I molecules, but it is expected to retain the
tapasin inhibition ability that wild-type E3/19K possesses. Mutants
with truncated COOH terminal forms of the protein showed the
ability to delay by 10-fold the maturation of class I molecules
because they are still able to interact with TAP and interfere with
tapasin function (33), and T1 mutants should behave similarly.
More recently, it has been reported that E3/19K is additionally
involved in evasion of natural killer (NK) cell recognition through
its ability to interact with MHC-I chain-related proteins A and B
(47). Although such function is impaired for E3/19K-445A protein,
enhanced antitumoral activity of AdE3/19K-445A mutants obtained
in different in vivo models in mice, where NK function is present,
suggest that the lack of such function can be efficiently by-passed,
at least in the particular environment associated to tumors.
Further experiments in more immunocompetent models are
necessary to establish the exact immunologic implications
associated with the presence of the 445A mutation.

Transcription of E3 proteins is mainly regulated by EIA
expression through ATF and AP-1 boxes within the E3 promoter
(48), implying that the enhanced release phenotype associated with
the expression of the mutant version of E3/19K is restricted to cells
where EIA activation is permitted. We are currently generating
conditional replicating adenoviruses that include the E3/19K-445A
protein in the backbone of tumor promoter—driven E1A-regulated
adenoviruses, such as ICOVIR-5 (11, 49), with the aim of increasing
its ability to spread intratumorally. Interestingly, the increase in
progeny release of AdT1 and AdE3/19K-445A mutants is specially
noted in cancer-associated fibroblasts, a perpetually activated

fibroblast population within desmoplastic lesions that are associ-
ated with malignant tumors (50). The release of E3/19K-445A
mutant progeny occurs 3 days earlier with respect to that of Ad5 in
the same cell population. Tumor stroma, composed of the
extracellular matrix and mesenchymal cells, has been considered
as a barrier to the efficient intratumoral diffusion of viruses
(11, 12). Although the ability of oncolytic viruses to replicate in
tumor-associated fibroblasts will depend on the selectivity
mechanism in which the virus is based, the proliferative status
of such fibroblasts (51) should allow efficient replication of pRB-
dependent adenoviruses and the inclusion of E3/19K-445A
mutation in ICOVIR-5 would provide the virus the ability to by-
pass fibroblast-mediated barriers.
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A modified E2F-1 promoter improves the efficacy
to toxicity ratio of oncolytic adenoviruses
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The E2F-1 promoter has been used to confer tumor-
selective E1A expression in oncolytic adenoviruses. Tumor
specificity is mainly conferred by a unique structure of
E2F-responsive sites organized in palindromes. Binding of
the E2F-pRb complex to these palindromes results in
repression of transcription in normal cells. Owing to
deregulation of the Rb/p16 pathway in tumor cells, binding
of free E2F activates transcription and initiates an auto-
activation loop involving E1A and E4-6/7. ICOVIR-7 is a new
oncolytic adenovirus designed to increase the E2F depen-
dency of E1A gene expression. It incorporates additional
palindromes of E2F-responsive sites in an insulated E2F-1
promoter controlling E1A-424. The E2F palindromes

inhibited replication in normal cells, resulting in a low
systemic toxicity at high doses in immunocompetent mice.
The 424 deletion avoids a loop of E2F-mediated self-
activation in nontumor cells. Importantly, the additional
E2F-binding hairpins boost the positive feedback loop on
the basis of E1A-mediated transcriptional regulation of
E4-6/7 turned on in cancer cells and increased antitumoral
potency as shown in murine subcutaneous xenograft models
treated by intravenous injection. These results suggest
that the unique genetic combination featured in ICOVIR-7
may be promising for treating disseminated neoplasias.
Gene Therapy advance online publication, 27 August 2009;
doi:10.1038/gt.2009.103

Keywords: oncolytic adenovirus; E1A; E2F-1 promoter; E2F-binding sites; Rb pathway

Introduction

Genetic engineering techniques and a better under-
standing of the interactions between viruses and cells
result in an improved design of tumor-selective adeno-
viruses for cancer treatment." Among the modifications
introduced into oncolytic adenoviruses to confer tumor
selectivity, promoters for E1A transcription control are
essential if systemic use is desired, as they can prevent
E1A expression in nontarget tissues. In this regard,
tissue-specific promoters have been tested to target
cancers arising from specific tissues.>* However, promo-
ters active in a wider range of tumor types increase the
patient population potentially benefiting from a new
treatment agent. A tight and potent promoter regulated
by repression in normal cells and activation in tumor
cells might be an ideal option for reaching a high
antitumor effect with low toxicity.

Deregulation of the retinoblastoma (Rb/p16) pathway
is a hallmark of cancer cells.* Aberrations of this pathway
lead to the release of E2F transcription factors for the
activation of the E2F site containing promoters. Most
E2F-responsive genes are involved in the control of cell
cycle or in DNA synthesis and its activation leads to an
S-phase entry. It is interesting that silencing of these
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promoters is also carried out by the same E2F-binding
sites in quiescent cells, when E2F is bound to pRb. The
formation of a complex involving E2F-pRb and histone
deacetylase represses transcription by binding to E2F
sites.” One of the promoters controlled by E2F is the
E2F-1 promoter. It is subject to a strict activation loop of
transcription because of its unique roles in apoptosis and
DNA repair.® Transcriptional control of this promoter
depends on a unique structure consisting in four E2F-
binding sites organized as two imperfect palindromes.”*
Importantly, a similar palindromic pattern controls the
expression of the E2a promoter of adenovirus type 5,
suggesting the optimal structure of this arrangement in
terms of DNA length to confer E2F responsiveness.
S-phase induction is a requisite for adenoviral life
cycle. Therefore, adenoviruses have evolved two differ-
ent mechanisms to induce an expression of the E2F-1
gene. First, the E1A protein displaces pRb from the E2F-
PRb complex to release E2F and activate E2F-1 and viral
promoters.’® Second, the E4-6/7 protein complements
this function by binding to free E2F and forming a
complex that induces the cooperative and stable binding
of E2F to the inverted binding sites present in the E2F-1
and E2a promoter."" Disruption of the Rb pathway in
tumor cells can functionally substitute E1A-mediated
E2F release and, therefore, selective replication in tumor
cells can be achieved by deleting the pRb-binding site of
E1A. This has been used in A24 and d1922-947 oncolytic
adenoviruses.'>'*> However, a constitutive expression of
mutated E1A protein in every infected cell causes high
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toxicity by itself and compromises the systemic admin-
istration of these viruses for treatment of disseminated
cancer. With the aim of overcoming this limitation, the
E2F-1 promoter has been used to control E1A transcrip-
tion because of its E2F addiction.’ In normal cells,
binding of the E2F-pRb complex to the promoter restricts
E1A transcription and the viral life cycle is aborted. In
cancer cells, E1A transcription is activated by free E2F
and a loop of autoactivation is triggered by E1A and E4-
6/7, leading to the replication of the virus and lysis of
cancer cells.

In this study, we modify the E2F-1 promoter to
increase the dependency of virus replication on free
E2F. Our group has previously described ICOVIR-5, an
oncolytic adenovirus controlling selective replication at
different levels: transduction (integrin-mediated adeno-
viral infection), transcription (insulated E2F-1 promoter,
which contains two palindromic E2F-responsive sites,
controlling E1A), optimized ribosome recognition (Ko-
zak sequence) and protein—protein interaction (E1A-A24
unable to bind pRb). ICOVIR-5 has shown a potent
antiglioma effect alone'® or in combination with che-
motherapy'® and antitumor efficacy in a wide range of
subcutaneous tumor models after systemic administra-
tion with a low toxicity profile.'” In this study, we
improved the transcriptional control of E1A using an
E2F-1 promoter modified by the insertion of four extra
E2F-palindrome sites. Viral replication is improved in
cancer cells and an important enhancement of anti-
tumoral potency in vivo is achieved in all cancer models
tested. Importantly, replication in normal cells and
toxicity in mice are not compromised by this promoter
modification. These results are potentially applicable to
improve the selectivity and potency of other oncolytic
adenoviruses currently based on promoters controlled by
E2F transcription factors or even on promoters without
E2F sites.

Results

ICOVIR-7 replication is restricted in normal cells
The palindromic E2F-binding sites located between
positions —36 and —6 of the E2F-1 promoter confer the
potency and selectivity of this promoter.”® ICOVIR-5 is
an oncolytic adenovirus controlling E1A-A24 transcrip-
tion under the E2F-1 promoter.'>'” To enhance the dual
role of E2F on transcription control, an E2F-responsive
promoter was constructed by inserting four new E2F-
responsive palindromes into the E2F-1 promoter. ICOV-
IR-7 is a novel oncolytic adenovirus designed to increase
selective replication in tumor cells by placing this
modified E2F-responsive promoter to control E1A-A24
transcription. As E1A expression determines toxicity,'® a
stricter control of E1A transcription may allow the
systemic administration of oncolytic adenoviruses for
the treatment of disseminated neoplasias. Figure 1la
represents how genetic modifications of ICOVIR-7 work
together to abrogate replication in normal cells.
Treatment of disseminated cancer requires a systemic
injection of the oncolytic agent. As a large proportion of
the virus administered systemically ends up in the liver,
analysis of virus replication in precision-cut human liver
slices is an important tool for estimating liver toxicity."
Liver biopsy samples were infected and cell extracts
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were titrated at day 6 after infection. We reached a
complete inhibition of replication with ICOVIR-7, detect-
ing the same progeny production as with the nonrepli-
cative negative control AdTL-RGD (Figure 1b).
Replication inhibition with ICOVIR-5 was also complete.
Another tissue type relevant in adenoviral toxicity is
endothelium. Vascular endothelium injury is reported to
be a prominent abnormality after a high-dose injection of
adenovirus.*® Human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs) were infected and replication after 4 days was
analyzed. It was of interest that ICOVIR-7 replicated
almost sevenfold less than AdwtRGD and was even
more selective than ICOVIR-5, reducing by twofold the
replication of this previous version (Figure 1c, P <0.05).

Hepatic and hematological toxicity after systemic
ICOVIR-7 administration in vivo

To assess in vivo systemic toxicity after ICOVIR-7
administration, immunocompetent mice were injected
with increasing doses of ICOVIR-7 or control viruses by a
single intravenous injection. Animals were weighed
daily and liver enzymes (AST and ALT) and hematolo-
gical parameters were determined at day 5 after
injection. For positive control AdwtRGD, samples were
collected at day 3 after injection because of much higher
toxicity. No casualties were observed after administra-
tion of ICOVIRs.

Transaminase elevation is an indicator of liver injury
after systemic administration of adenoviruses,”’ and it
has been reported after a high-dose injection of oncolytic
adenovirus in clinical trials.**** A dose of 5 x 10'° viral
particles of AdwtRGD caused up to an 80-fold elevation
of both AST and ALT compared with non-treated animals
(Figure 2a). In contrast, the injection of the same dose of
ICOVIR-7 did not increase transaminase levels signifi-
cantly. Even at a higher dose of ICOVIR-7 (1 x 10" viral
particles per mouse), only a slight increase in transami-
nase levels was observed. Hematological alterations are
also frequently observed after systemic administra-
tion of large doses of adenoviruses.?>*>** We observed
significant thrombocytopenia and lymphopenia after
AdwtRGD injection, but not after ICOVIR-7 (Figures 2b
and ). In addition, although intravenous AdwtRGD at
5 x 10'° viral particles decreased the body weight of mice
significantly, indicating high toxicity, ICOVIR-7 at the
same dose did not differ from phosphate-buffered saline
(PBS) in this regard (Figure 2d). A dose of 1 x 10" viral
particles of ICOVIR-5 or ICOVIR-7 per mouse slightly
reduced the body weight of mice.

Owing to the inability of human adenoviruses to
productively replicate in mouse cells, the main toxicity in
murine livers is associated with E1A expression.'® Strong
immunostaining was detected throughout livers from
AdwtRGD-treated mice. In contrast, even at the highest
dose of ICOVIR-7 (1 x 10" viral particles per mouse),
little E1A was detected, indicating that the E2F-respon-
sive promoter effectively restricts the expression of E1A
in liver (Figure 3a). A histological analysis of livers from
animals treated with AdwtRGD revealed evident symp-
toms of degenerative cirrhosis (macrosteatosis, presence
of Councilman bodies and large necrotic areas), symp-
toms that were absent in livers from ICOVIR-7-treated
animals (Figure 3b). Importantly, the in vivo toxicity
profile of ICOVIR-7 was similar to that of ICOVIR-5,
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Figure 1 Abrogation of ICOVIR-7 replication in normal cells. (a) Diagram of ICOVIR-7 components that repress replication in normal cells.
ICOVIR-7 incorporates four extra palindromes of E2F-responsive sites in the E2F-responsive promoter controlling E1A-A24. In quiescent cells,
the E2F transcription factor forms a complex with functional pRb. The binding of the complex to these hairpins of E2F-responsive sites avoids
E1A-A24 transcription by the docking of histone deacetylase to the complex. The A24-deleted E1A cannot disrupt the pRb-E2F complex,
which prevents a vicious circle of autoactivation by E2F in case of promoter leakage. Furthermore, the DM-1 insulator avoids selectivity loss
by the endogenous E1A enhancer. (b) Viral replication in human liver slices. Human liver slices were infected at 50 transduction units per cell
(TU per cell) and viral yield (TU per slice) was determined in slice extracts at day 6 after infection. AATL-RGD is a replication-deficient
control, AdwtRGD is a nonselective positive control, whereas ICOVIR-5 is an older oncolytic virus featuring a prototype E2F-1 promoter for
controlling E1A-A24 transcription. (¢) Viral replication in normal human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). HUVECs were infected
with a nonreplicative virus (AdTL-RGD), with AdwtRGD, ICOVIR-5 or ICOVIR-7 at a multiplicity of infection of 40 and virus production
was measured in cell extracts 5 days after infection as indicated in Materials and methods. The means of four independent replicas are shown
and two independent experiments were carried out. +s.d. error bars are plotted. *Significant P <0.05 by two-tailed unpaired Student’s t-test,
compared with that of the AdwtRGD-infected group. *Significant P <0.05 by two-tailed unpaired Student’s t-test, compared with that of the

ICOVIR-5-infected group.

which is a highly selective virus, but also somewhat
abrogated in terms of potency in tumor cells."”

The E2F-binding hairpins in ICOVIR-7 rescue oncolytic
potency in vitro
E2F-responsive sites have a double role in controlling
transcription.” Besides repressing transcription when
E2F is bound to pRb, they also activate transcription
when E2F is released, as occurs in cancer cells. Figure 4a
depicts the manner in which new E2F-responsive
palindromes introduced in the ICOVIR-7 E1A-A24-
controlling promoter cooperate with the E4-6/7 protein
to activate replication and overcome the attenuation that
ICOVIR-5 presents in some cancer cell lines. To test
oncolytic potency in vitro, a panel of tumor cell lines,
including lung, cervix, prostate, colon, head and neck
carcinoma, melanoma and osteosarcoma, was infected.
E1A expression 20 h after infection and virus production
4 days after infection were analyzed for ICOVIR-7 and
control viruses.

E1A is the first gene expressed from the adenovirus
genome and controls the expression of other virus
genes.”>?® The enhancement of its selective expression

in tumor cells may result in an increase of oncolytic
potency. In this regard, ICOVIR-7 was able to restore E1A
levels similar to AdwtRGD on all tested cancer cell lines,
as analyzed by western blot (Figure 4b). A densitometric
quantification of E1A bands revealed an increase in E1A
levels by 17% in A549, by 152% in Saos-2, by 119% in
1.36.1.5 and by 254% in SCC-25 cells with respect to
ICOVIR-5. It is significant that this restoration of
expression was more evident in the cancer cell lines in
which the E1A expression of ICOVIR-5-infected cells was
reduced (Saos-2, 1.36.1.5 and SCC-25).

A near wild-type level of E1A expression is important
to maintain an efficient virus replication.”” ICOVIR-5
progeny production was attenuated in some cancer cell
lines and ICOVIR-7 was able to increase its replication in
most of them, namely, in Saos-2, Sk-mel28, 1.36.1.5, C33A
and Isrec-01 (Figure 4c). Significantly, this improvement
was most apparent in Saos-2 and Sk-mel28, in which
ICOVIR-5 replication was weakened compared with that
of AdwtRGD. In addition, cytopathic effect assays were
carried out to determine ICs, in different tumor cell lines.
The amount of ICOVIR-7 needed to kill 50% of cells
was lower in all tumor cell lines tested (Supplementary
Table 1). These data indicate that the insertion of

.
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Figure 2 In vivo toxicity profile of ICOVIR-7. Body weight variation (a) and serum transaminase (b), platelet (c¢) and lymphocyte (d)
concentrations in Balb/C mouse peripheral blood at day 5 after intravenous administration of phosphate-buffered saline (PBS) or ICOVIRs;
the AdwtRGD-injected group was analyzed at day 3 after administration because this dose represented more than the LD, at day 4 and it
was analyzed only at the lower dose because it is lethal at day 3 after administration with the higher dose. *Significant P <0.05 by two-tailed
unpaired Student’s t-test, compared with that of the AdwtRGD group. *Significant P <0.05 by two-tailed unpaired Student’s t-test, compared

with that of the PBS group.

additional E2F-responsive sites in E1A-controlling pro-
moter results in improved oncolytic potency in vitro and
may involve a more efficient antitumor treatment in vivo.

Antitumor efficacy of ICOVIR-7 after systemic
administration

Subcutaneous models were selected to represent a wide
range of tumor types. As disseminated disease is the
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most relevant clinical situation, mice bearing C33A
(cervix), Sk-mel28 (melanoma), NP-18 (pancreatic ade-
nocarcinoma) or PC-3 (prostate) tumors were injected
with a single intravenous dose of ICOVIR-7, ICOVIR-5 or
PBS. AdwtRGD could not be tested in these experiments
because of its high toxicity at treatment doses, as shown
in Figure 2.

When animals with C33A tumors were treated with
PBS, tumor size at day 32 was 7.3-fold larger than in mice
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expression was assessed by immunohistofluorescence in frozen sections (a) and hematoxylin—eosin staining of equivalent paraffin-embedded
liver sections was performed (b). Mouse livers were collected at day 3 after intravenous administration of phosphate-buffered saline or
viruses. Livers from mice injected with ICOVIR-5 or ICOVIR-7 at both doses were close to negative for E1A expression and hepatic toxicity,
whereas livers from mice injected at 5x 10" viral particles (vp) present intense E1A expression and evident signs of hepatitis, such as
macrosteatosis, for the presence of Councilman bodies and large necrotic areas.

treated with ICOVIR-7 (P<0.05) (Figure 5a). Further-
more, ICOVIR-7 seemed more effective than ICOVIR-5,
as tumor size was 1.75-fold larger in the latter group (not
significant). In mice with Sk-mel28 tumors, tumor size
in PBS-treated mice was 2.6-fold higher than in the
ICOVIR-7 group (P<0.0009) (Figure 5b). Moreover,
tumors in mice treated with ICOVIR-5 were 1.7-fold
larger than those in mice treated with ICOVIR-7
(P<0.05). In mice bearing NP-18 tumors, an aggressive
model of pancreatic adenocarcinoma, tumor size in PBS-
treated animals was twofold larger than that in the
ICOVIR-7 group (P <0.00002) (Figure 5¢). Tumors treated
with ICOVIR-5 at the end of the experiment were 1.5-fold
larger than those treated with ICOVIR-7 (P<0.01). In
mice with PC-3 xenografts, a single intravenous treat-
ment was not as effective as in the other two models
perhaps because of higher amounts of hyaluronic acid
and other matrix components.”®** However, tumors in
PBS-treated animals were nevertheless 1.7-fold larger
than in ICOVIR-7-treated animals (P<0.05) (Figure 5d)
and tumors in ICOVIR-5-treated animals were 1.2-fold
bigger than those in the ICOVIR-7 group (not signi-
ficant).

Viral replication in tumors after systemic injection of
ICOVIR-7 was shown by immunohistofluorescence for
adenoviral capsid proteins. Tumors were collected at day
25 after injection. No capsid proteins were observed in
untreated tumors, whereas positive cells were observed
in ICOVIR-7-treated tumors (Figure 5e).

Discussion

Treating tumors at an advanced stage requires systemic
delivery. Clinical data with oncolytic adenoviruses
injected systemically indicate the need for more potent
and selective viruses. Those tested in patients have

proven to be relatively safe, showing evidence of
efficacy.*>*°*> However, some potentially concerning
adverse effects were observed at high doses and most
responses detected were transient, suggesting the need
for enhancing efficacy. Therefore, further research is
required to improve selectivity and, above all, potency of
these viruses.

Tumors cells are characterized by presenting defects
in the Rb pathway, which inhibit pRb binding to E2F.*
An oncolytic adenovirus that takes advantage of this
deregulation may acquire a selective replication for
tumor cells. The first modification aiming conditional
replication in Rb pathway-deficient cells was the A24
(d1922-947) deletion.">"* This modification consists of
deleting the pRb-binding site of the conserved region 2
(CR2) of E1A proteins. E1A proteins, besides being the
first viral proteins synthesized from the adenovirus
genome and capable of activating the transcription of
other virus genes, activate the cell cycle through binding
to the pRb, p130 and pl07 family of proteins.*® The
formation of this complex releases E2F from pRb to allow
the transcription activation of viral and cellular genes
containing E2F-responsive sites. As the Rb pathway is
dysfunctional in virtually all tumor cells,* E1A binding to
PRD is not necessary in malignant cells. Therefore, A24
deletion results in attenuated replication in normal cells
while preserving oncolytic potency. Furthermore, a virus
combining this deletion with the insertion of an RGD
motif at the HI loop of the fiber has shown improved
oncolytic potency.®* Despite this inability to release E2F,
hepatic toxicity is observed when this virus is injected
systemically, as E1A transcription is not regulated and
takes place in normal cells.”® For the systemic treatment
of disseminated cancer, E1A transcription control is
required. In this regard, the E2F-1 promoter has
previously been used to direct E1A transcription in
response to Rb pathway deregulation.**>” Among
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several cellular E2F-responsive promoters, E2F-1 is a
popular choice because of its efficient E2F-binding
structure, which consists of four binding sites organized
as two imperfect palindromes.”?® Besides the E2F release
by E1A, the adenoviral E4-6/7 protein has also evolved

tumor cell

b

to increase free E2F levels. This protein interacts directly
with different members of the E2F family and mediates
the stable binding and activation of the E2F-1 promoter."
As a result, we reach an efficient and important positive
feedback loop in tumor cells when this promoter is
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placed to control E1A transcription. Furthermore, the
loop is increased by the presence of a similar E2F-
binding structure in the E2a promoter of adenovirus 5.7
Previously, our group has shown the importance of
combining A24 deletion with an insulated E2F-1 promo-
ter that controls E1A transcription as a safety measure in
case of promoter leakage.”” The binding of zinc-finger
protein CTCF to the insulator DM-1 prevents transcrip-
tion from E1A enhancers and the A24 deletion abrogates
a feedback loop in normal cells. Furthermore, we also
showed that oncolytic potency can be enhanced by using
the optimal ribosome recognition sequence upstream
of E1A."Y

Taking into consideration the sophisticated coopera-
tion of E1A-A24 and E4-6/7 with the unique structure of
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E2F sites present in E2F-1 promoter to activate/repress
replication, we decided to magnify this mechanism by
multiplying the number of these unique structures in the
E1A-controlling promoter. Thus, ICOVIR-7 incorporates
eight new E2F-binding sites organized as four palin-
dromes in addition to the endogenous ones present in
the wild-type E2F-1 promoter. The new sites were
inserted upstream of CAAT boxes to avoid interfering
on transcription initiation. As a result, higher levels of
free E2F binding may increase E1A transcription in
cancer cells. This may lead to a higher activation of viral
promoters, resulting in higher levels of the E4-6/7
protein and activating a potent loop of E1A and E2a
production that may culminate in a more efficient
production of virus in cancer cells. Our results corrobo-
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Figure 5 Systemic antitumor efficacy in vivo. Nude mice with subcutaneous xenografts (~100 mm?®) of C33A (a), Sk-mel28 (b), NP-18 (c) or
PC-3 (d) were randomized into groups and treated with a single intravenous dose of phosphate-buffered saline (PBS) (solid diamonds),
ICOVIR-5 (solid squares) or ICOVIR-7 (solid triangles). n = 10-16 tumors per group. Dose is 1 x 10" viral particles (vp) in panel a and 5 x 10"
vp in panels b—d). The percentage of tumor growth *s.e. is plotted. *Significant P<0.05 by two-tailed unpaired Student’s t-test compared
with that of mice injected with PBS. *Significant P <0.05 by two-tailed unpaired Student’s f-test compared with that of mice injected with
ICOVIR-5. (e) Detection of ICOVIR-7 replication in Sk-mel28 tumors at day 25 after intravenous administration. Antiadenovirus
immunohistofluorescence was carried out and counterstained with 4’,6-diamino-2-phenylindole to reveal replication of ICOVIR-7 throughout
the treated tumors.

«

Figure 4 Potency of ICOVIR-7 in tumor cells. (a) Mechanism of activation of ICOVIR-7 replication in tumor cells. Deregulation of the pRb
pathway releases the E2F transcription factor, which activates E1A-A24 transcription by binding to E2F-palindrome sites present in the E2F-
responsive promoter of ICOVIR-7. The Kozak sequence increases E1A-A24 translation efficacy, which activates the other adenoviral
promoters. The E4-6/7 protein forms a complex with E2F and increases the transcription of E1A-A24 and E2 in an efficient circle of
autoactivation and lysis of cancer cells. The RGD-modified fiber increases virus infectivity. (b) The modified E2F-responsive promoter of
ICOVIR-7 increases E1A expression in tumor cell lines in comparison with the prototype promoter in ICOVIR-5. Anti-E1A western blots were
performed on cell extracts obtained 24 h after infection with a dose of each virus, which allowed more than 80% of transduction (40
multiplicity of infection (MOI) for SCC-25; 20 MOI for Saos-2 and 1.36.1.5; and 10 MOI for A549 cells). (c) Replication of ICOVIR-7 in tumor
cells. Different tumor cell lines were infected as indicated in (b) or with an MOI of 20 for Sk-mel28, Isrec-01 and PC-3 cells and with an MOI of
10 for C33A cells. Virus production was measured 4 days after infection as indicated in Materials and methods. A previous infection in 293
cells (which allows Ela-independent adenoviral replication) was used to normalize the different virus preparations. Viral yield was evaluated
in quadruplicate for each cell line, by carrying out two independent experiments. +s.d. error bars are plotted. ‘Significant P <0.05 by two-
tailed unpaired Student’s t-test, compared with that of the AdwtRGD group. *P <0.02 versus that of the ICOVIR-5-infected group according
to a two-tailed unpaired Student’s t-test.
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rate this hypothesis. E1A production was enhanced in all
cancer lines tested (Figure 4b) and this had a positive
effect on virus production, increasing the number of
virions produced by most of the tumor cell lines tested
(Figure 4c). Importantly, this enhancement was main-
tained when viruses were tested in subcutaneous mouse
models. A substantial benefit in the control of tumor
growth was observed after a systemic injection of
ICOVIR-7 compared with ICOVIR-5 (Figures 5a-d).
Therefore, our data suggest that high levels of E1A are
important to maintain oncolytic potency in all tumor cell
models, contrary to some reports in which reduced E1A
expression had little effect on replication.>**°

Theoretically, the new E2F-binding sites may attach a
higher number of E2F—pRb-histone deacetylase com-
plexes in normal cells and this may strengthen
the association of nucleosomes with DNA, increasing
transcription repression.”> However, our results indicate
that selectivities of ICOVIR-5 and ICOVIR-7 are similar.
Liver (Figures 1b, 2a and 3) and hematological toxicity
(Figures 2b and c) is not reduced by this promoter
modification. This is probably because of the fact that
the genetic combination present in ICOVIR-5 already
efficiently restricts replication in normal cells when
injected systemically, showing selectivity levels difficult
to improve. This is clearly observed in Figure 1b,
in which replication of both ICOVIRs in liver slices was
similar to that of a nonreplicating virus (AdTL-RGD),
indicating the detection of remaining viruses and
discarding replication in that model. After the adminis-
tration of adenoviruses, there is an induction of
two distinct peaks of inflammatory response occurring
at 6 h and 5 days.*' The early phase is capsid mediated
and the second peak is dependent on the transcription of
viral proteins. The low levels of E1A expression in the
liver driven by both ICOVIRs (Figure 1a) and previous
toxicity experiments injecting 1 x 10" UV-psoralen-in-
activated viral particles (data not shown) suggest that the
transaminase elevation and the slight loss of weight
observed after injection of 1x10" viral particles of
ICOVIRs are probably because of the toxicity caused by
adenoviral capsids, not by E1A. In addition, replication
in HUVECs (Figure 1c) shows an advantage of ICOVIR-7
in terms of selectivity, but cultured cells arrested by
serum deprivation are less reliable as a normal cell
model because of the difficulty to be completely arrested.
In fact, we detected proliferation markers (cyclin E and
Ki-67) in HUVECs or in human hepatocyte extracts by
western blot analysis (data not shown), even after serum
deprivation. This proliferating status might explain the
small difference in terms of replication in HUVECs
between wild-type virus and ICOVIRs. Importantly,
western blot analysis did not reveal detection for
proliferation markers in human liver slice extracts. Thus,
we can conclude that the genetic combination present in
the ICOVIR backbone properly controls E1A-mediated
toxicity.

Despite the potential enhancement of antitumor
potency, complete regression of tumors was not achieved
in mice models. Tumor masses, besides cancer cells, are
composed of stromal areas, including fibroblasts, en-
dothelial and immune cells and matrix components such
as collagen or hyaluronan acid. Many tumor types are
characterized by small groups of tumor cells surrounded
by large areas of stroma and this may limit the
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intratumoral spread of viruses, especially when replica-
tion is restricted to cancer cells.**>** Figure 5d shows how
the use of a xenograft model (PC-3) expressing high
amounts of matrix components**>° reduces the efficacy
of ICOVIR-7 with respect to other models. Arming
adenoviruses with therapeutic transgenes is a rational
approach to circumvent these barriers. The coadminis-
tration of soluble hyaluronidase with oncolytic adeno-
viruses** or the expression of relaxin in the context of an
oncolytic adenovirus*® seems promising. Alternatively,
the use of prodrug-converting enzymes may represent a
useful tool to breach endothelial and fibroblastic cell
barriers.***® Thus, incorporation of different transgenes
into the ICOVIR-7 backbone is under consideration.
Restriction of the expression of these transgenes in
normal cells and their compatibility with the viral life
cycle are important issues to be considered. Late
expression has been postulated as a good solution to
avoid such problems, as major late promoter transcrip-
tion is subjugated to E1A expression.*” The tight control
of E1A exerted by the ICOVIR-7 backbone implies that
incorporation of a transgene expressed late in the viral
cycle may contribute to tumor eradication without
increasing toxicity in normal cells.

In summary, our data point toward ICOVIR-7 being a
potent oncolytic agent against a broad range of tumors
that present limited toxicity when injected systemically.
However, further research needs to be carried out to
achieve total tumor regression with a single intravenous
adenovirus dose.

Materials and methods

Cell culture

HEK293 (human embryonic kidney cells), A549 (human
lung adenocarcinoma), SkMel-28 (melanoma), SCC-25
(head and neck squamous carcinoma), Saos-2 (osteosar-
coma) and C33A (cervix carcinoma) cell lines were
obtained from American Type Culture Collection (Man-
assas, VA, USA). NP-18 (pancreatic adenocarcinoma)
was obtained from our laboratory.”® The 1.36.1.5 (a clone
of SkMel-131, melanoma) cell line was a kind gift from
FX Real (Institut Municipal d’Investigacié Medica,
Barcelona, Spain). Isrec-01 (colon cancer cell line) was a
kind gift from R Iggo (University of St Andrews,
Scotland, UK). HUVECs (human umbilical vein endothe-
lial cells) were purchased from Cambrex Bio Science
Baltimore Inc. (Baltimore, MD, USA). All tumor cell lines,
excluding Isrec-01, were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) containing 5% fetal
bovine serum at 37 °C, 5% CO,. The DMEM of Isrec-01
cells was supplemented with 10% fetal bovine serum.
HUVECs were cultured in endothelial cell medium.

Viruses

AdwtRGD, AdTL-RGD and ICOVIR-5 have been pre-
viously described.'”>">* All these viruses were propa-
gated in A549 cells, excluding the replication-deficient
AdTL-RGD, which was propagated in HEK293 cells.
ICOVIR-7 was created by inserting two E2F-binding site
hairpins in the E2F-1 promoter of ICOVIR-5. To this aim,
a unique BsiWI site was created in the E2F-1 promoter of
pGEM-E2F-K-E1A-A24 by site-directed mutagenesis.
Using this plasmid digested with BsiWI and oligonucleo-



tides E2FF2 (5-GTACGTCGGCGGCTCGTGGCTCTTT
CGCGCAAAAAGGATTTGGCGCGTAAAAGTGGTTCGA
A-3') and E2FR2 (5-GTACTTCGAACCACTTTTACGCG
CCAAATCCTTTTTGCCGCGAAAGAGCCACGAGCCG
CCGAC-3') annealed, pGEM-E2F3-K-E1A-A24 was cre-
ated. The Kpnl fragment containing the modified version
of the E2F-1 promoter was inserted into pShuttle-DM-
E2F-K-E1A-A24 to generate pShuttle-DM-E2F3-K-E1A-
A24. Finally, this plasmid was recombined with pVK503
by homologous recombination in Escherichia coli B] to
construct pICOVIR-7. ICOVIR-7 was obtained by trans-
fection of the Pacl fragment of pICOVIR-7 in HEK293
cells. The virus was plaque purified, amplified in A549
cells and purified using a CsCl gradient. The viral
genome was verified by restriction analysis and by
sequencing the DM-1 insulator, E2F-1 promoter, Kozak
sequence, E1A-A24 and RGD-modified fiber using
oligonucleotides oligo22 (5-AAGTGTGATGTTGCAAG
TGT-3), KozakR (5'-CTGGCGGCCATTCTTCGGTAATA
ACACCTCCGTGGCAGATAATATGT-3'), 1R (5'-CCTCC
GGTGATAATGACAAG-3') and FiberUp (5-CAAACGC
TGTTGGATTTATG-3').

Human liver slice preparation

Human liver samples were obtained from the Depart-
ment of Surgery of the Hospital Universitari de Bellvitge
(L'Hospitalet de Llobregat, Spain), with approval from
the Research Ethics Committee. Liver slices were pre-
pared using a Krumdieck Tissue Slicer (Alabama Ré&D,
Munford, AL, USA) as described.>®'® The slices were
washed and incubated for 2 h before infection at 37 °C
with Williams” E medium saturated with 95% O,/
5% CO, and supplemented with 10% fetal bovine serum,
insulin (0.1 pM) and D-glucose (25 mM).

E1A protein expression analysis

Cell cultures (~2 x 10° cells seeded in 6-well plates) were
infected at a multiplicity of infection that allowed at least
80% infectivity (multiplicity of infection (MOI) of 40 for
SCC25 cells, MOI of 20 for 1.36.1.5 and Saos-2 cells and
MOI of 10 for A549 cells). Whole-cell protein extracts
were prepared 24 h after infection by incubation in lysis
buffer (400 mM NaCl, 1mM EDTA, 5mM NaF, 10%
glycerol, 1 mM sodium orthovanadate, 0.5% Nonidet NP-
40 and a mixture of protease inhibitors (Sigma, St Louis,
MO, USA) in 10 mM Tris-HCI pH 7.4) for 1h at 4 °C.
Clarified samples (15 pug per lane) were separated by a
10% SDS polyacrylamide gel electrophoresis and were
transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare,
Arlington Heights, IL, USA). Detection was carried out
by immunoblotting membranes using a polyclonal anti-
E1A primary antibody (Rabbit, Clone 135S-5) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and a polyclonal
anti-rabbit conjugated with horseradish peroxidase
(goat, DakoCytomation, Glostrup, Denmark). E1A bands
from western blot were quantified using a BIO-RAD
GS-800 densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Virus progeny production

Cell cultures (~2 x 10° cells seeded in 6-well plates) were
infected at an MOI that allowed at least 80% infectivity
(MOI of 40 for SCC25 and HUVECs, MOI of 20 for Sk-
mel28, PC-3, Isrec-01, 1.36.1.5 and Saos-2 cells and MOI
of 10 for C33A and A549 cells). Human liver slices were
infected at an MOI of 50, with an estimated cell number
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of 1 x 10° cells per slice on the basis of a 10-cell-thick slice
(~250 ym) and an 8-mm-slice diameter.’ At 2h after
infection, cultures were washed twice and incubated in a
fresh virus-free medium. At day 4 after infection for cell
cultures or at day 6 for human liver slices, cells and
medium were harvested together and freeze thawed
thrice. Viral titers were determined by an antihexon
staining-based method.*

In vivo toxicity study

Mice for toxicological and efficacy studies were main-
tained in the facility of the Institut de Recerca Oncolo-
gica-IDIBELL (Barcelona), AAALAC unit 1155. All
animal studies were approved by the Institut d’Investi-
gacio Biomedica de Bellvitge Ethical Committee for
Animal Experimentation. Purified viral particles
(56x10" or 1x10") were injected intravenously into
the tail vein of 6-week-old immunocompetent Balb/C
male mice in a volume of 10 ml kg~' in PBS (1 =5). Daily
observations for body weight, morbidity and moribund-
ity were carried out. At day 3 after injection for
AdwtRGD-injected mice and at day 5 after injection for
ICOVIRs- and PBS-treated animals, the mice were killed
and different samples were collected. Blood samples
were collected by intracardiac punction, and clinical
biochemical and hematological determinations were
carried out by the Clinical Biochemistry and Hematolo-
gical Services of the Veterinary Faculty at the Autono-
mous University of Barcelona. The significance of
differences in biochemical and hematological rates
between treatment groups was assessed by a two-tailed
Student’s unpaired t-test. Mice livers were resected and
portions were fixed in 4% formaldehyde for 24 h at room
temperature (for paraffin embedding and further hema-
toxylin—eosin staining) or frozen in OCT. E1A-immuno-
detection was performed by incubating OCT-embedded
liver sections with a primary polyclonal antibody
antiadenovirus-2 E1A (clone 13 S-5, Santa Cruz Biotech-
nology) and an AlexaFluor 488-labeled goat anti-rabbit
antibody (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Slides
were counterstained with 4',6-diamino-2-phenylindole
and visualized under a fluorescent microscope (Olympus
BX51, Hamburg, Germany).

In vivo antitumoral efficacy

Subcutaneous C33A cervical, SkMel-28 melanoma, NP-
18 pancreatic adenocarcinoma or PC-3 prostate carcino-
ma tumors were infused by injection of 1 x 107 cells into
the flanks of 6-week-old male Balb/C nu/nu mice. When
tumors reached 100 mm?® (experimental day 0), mice
were randomized (n=10-16 per group) and were
injected by a single intravenous injection of PBS, with
5 x 10" (for SkMel-28, NP-18 and PC-3 model) or 1 x 10"
(for C33A model) viral particles of ICOVIR-5 or with
5 x 10" (for SkMel-28, NP-18 and PC-3 model) or 1 x 10™
(for C33A model) viral particles of ICOVIR-7 in a volume
of 10 ml kg™ in PBS through the tail vein. Tumor size
and mice status were monitored thrice a week. Tumor
volume was defined by the equation V (mm?) =
/6 x Wx L?>, where W and L are the width and length
of the tumor, respectively. The percentage of growth was
calculated as (V=V,)/ V,) x 100, where V, is the tumor
volume on day 0. The significance of differences in tumor
growth rate between treatment groups was assessed by a
two-tailed Student’s unpaired t-test.
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10
OCT-embedded sections of tumors obtained at day 25

after treatment were used to detect adenoviral proteins.
Immunodetection was performed using polyclonal anti-
adenovirus (ab6982; Abcam, Cambridge, UK) as the
primary antibody and an AlexaFluor 488-labeled goat
anti-rabbit antibody (Molecular Probes). Rabbit immu-
noglobulin G was used as control. Slides were counter-
stained with 4,6-diamino-2-phenylindole and visualized
under a fluorescent microscope (Olympus BX51). Repre-
sentative photographs of each slide were taken.
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