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%
A24
A21
Ad
ADP
AFP
AINEs
ALT
ALKP
AAV
ATCC
BSA
CAR
CAV
CDK
CE
CEC
Cel/cell
CID
CcMvV
C-terminal
ddNTP
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DO

DS
ECM
EDTA
FBS
FELASA
g

gr

GFP

h

HA
hAd
HDACs
HPV
HSV

KDa

MCT
MHC
MLP
ml
mg
MHC
min

Tanto por ciento

Delecion delta 24, delecion de 24 pares de bases
Delecion delta 21, delecidon de 21 pares de bases
Adenovirus

En inglés, Adenovirus Death protein (proteina de muerte del Ad)
a-fetoproteina

Antiinflamatorios no esteroideos

Alanina aminotransferasa

Fosfatasa alkalina

Virus adeno-asociado

En inglés, American Type Culture Collection

En inglés, Bovine Serum Albumin

En inglés, Coxsackie and Adenovirus Receptor
En inglés, Adenovirus canino

Ciclina dependiente de Kinasa

En inglés, Cell Extract (Extracto celular)

En inglés, Clarified CE (Extracto celular clarificado)
Célula

Coagulacion Intravascular Diseminada
Citomegalovirus

Carboxi-terminal

Trifosfato de dideoxinucledsido

En inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium
Di-metil-sulféxido

Acido desoxiribonucleico

Trifosfato de deoxinucledtidos

Densidad dptica

Desviacion Estandar

En inglés, Extracellular matrix

Acido etilendiaminotetra acético

Suero Fetal Bovino

En inglés, Federation of European Laboratory Animal Science Associations

Fuerza G

Gramos

En inglés, Green Fluorescent Protein
Horas

Acido Hialurénico

En inglés, human adenovirus

Acetilasas de Histonas

Virus del Papiloma Humano

En inglés, Herpes Simplex Virus

Hexén

Concentracion inhibitoria 50

Repeticidén terminal invertida
Intratumoral

Intravenoso

Kilobase

Kilodalton

Molar

Mastocitoma

Complejo de histocompatibilidad principal
Promotor principal tardio del adenovirus
Mililitro

Miligramo

Complejo mayor de histocompatibilidad
Minutos

Milimetro
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mM Milimolar

mm?® Milimetro cubico

MMP Metaloproteinasas

m.o.i En inglés, Multiplicity Of Infection (unidades de traduccién por célula)
nAB’s En inglés, Neutralizing antibodies

ng Nanogramo

nm Nanometro

nM Nanomolar

N-terminal Amino-terminal

o Grados centigrados

(o]¢ Osteocalcina

(6N Osteosarcoma

P/S Penicilina/estreptocitosina

pb Pares de bases

Pb Base del pentén

PBS En inglés, Phosphate Buffered Saline
PBS™ PBS suplementado con Calcio y Magnesio
PCR Reaccidon en cadena de la polimerasa
PEG Polietilenglicol

Pg Picogramo

PT Tiempo de protrombina

PTT Tiempo de tromboplastina activada

PSA Antigeno especifico de prostata

RB Retinoblastoma

RECIST En inglés, Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
RGD Arginina-Glicina-Acido Aspartico

RNA Acido ribonucleico

RT-PCR PCR a tiempo real

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecilsulfato sédico

SE Error estdndar

Seg Segundos

SN Sobrenadante

TAE Tris-acetato-EDTA

TE Tris-EDTA

TRIS En inglés, tri-hidroximetil aminometano
TU En inglés, transducing unit (unidades de transduccidn)
vp Particulas virales

ug Microgramo

ul Microlitro
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Resumen

El cancer es una de las principales causas de muerte en la poblacién humana del mundo
desarrollado. Los avances en las terapias convencionales, cirugia, quimioterapia, radioterapia,
deteccién y diagndstico del cancer han permitido una mejora en los niveles de supervivencia y
calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, restan multitud de tipos de enfermedades oncoldgicas
donde poco o nada se puede hacer por combatirlas.

La viroterapia con adenovirus emerge como una aproximacién esperanzadora para el tratamiento del
cancer. Esta terapia permite minimizar la dosis inicial administrada gracias a la replicacién viral en el
tumor, amplificando exponencialmente los niveles de virus. Ademas, los avances en el conocimiento
bioldgico del adenovirus y de las técnicas moleculares, permite conferir selectividad y potencia
oncolitica a los adenovirus. Por otra parte, el gran nimero de vias implicadas en la replicacidn viral
impide la aparicidon de las clasicas resistencias a los agentes quimioterapéuticos. De todas formas, al
alcanzar los ensayos preclinicos in vivo y sobretodo las fases clinicas en pacientes humanos, se hacen
patentes nuevas limitaciones relacionadas con esta terapia.

Una de estas limitaciones es la falta de potencia oncolitica. Esta falta se debe, en parte, al ciclo viral
del adenovirus salvaje, el cual estd optimizado para maximizar su produccidn, limitando la liberacién
viral al medio inicialmente y disminuyendo la respuesta inmune antiviral. En los tumores existe, sin
embargo, un estado de inmunidad deprimida. Ademads, el aumento y aceleracién de la liberacién
adenoviral se correlaciona con mayor actividad antitumoral.

En el primer capitulo de este trabajo hemos combinado los adenovirus con virus adeno-asociados ya
gue previamente se ha descrito un aumento de la apoptosis y necrosis celular al darse coinfecciones
de ambos virus. Esta combinacidn ha resultado en un aumento de la liberacidon adenoviral al medio,
aumentando la propagacién y la citotoxicidad in vitro de los adenovirus y la actividad antitumoral in
vivo tras la administracion intratumoral de ambos virus.

Otra limitacidn de la viroterapia adenoviral es la falta de modelos adecuados que reflejen fielmente
la realidad que los adenovirus oncoliticos se encuentran en pacientes humanos. Los modelos murinos
son ampliamente utilizados para los ensayos de toxicidad y eficacia. Sin embargo, son poco o nada
permisivos a la replicacién viral, disponen de sistemas inmunes comprometidos para permitir la
implantacién artificial de tumores humanos, que evolucionaran de forma muy diferente a los
tumores espontdneos de los pacientes. Esto provoca bajas correlaciones de los indices terapéuticos
y, a veces, de los efectos adversos, entre modelos y pacientes.

En el segundo capitulo de este trabajo hemos generado y caracterizado preclinicamente un
adenovirus canino oncolitico, ICOCAV17, para su uso como agente terapéutico en la clinica
veterinaria y como modelo para la viroterapia en clinica humana. Su replicacién esta ligada a la via
del Retinoblastoma, incorpora el gen de la hialuronidasa para aumentar su diseminacién
intratumoral y hemos insertado el motivo RGD en su capside para aumentar la infectividad de células
tumorales. Ademas, cinco pacientes caninos con diferentes tipos de tumores han sido tratados
intratumoralmente. Los resultados obtenidos indican que ICOCAV17 parece seguro administrado por
via intratumoral y su actividad antitumoral ha sido comprobada en tres pacientes observando
necrosis y reducciones tumorales.
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1. El cancer

El cadncer se puede definir como una patologia causada por el crecimiento incontrolado de
un conjunto de células. Este crecimiento puede provocar la invasion del tejido circundante y
producir focos de crecimiento de éstas mismas células en zonas alejadas de la lesion
primaria viajando por la circulacion sanguinea o linfatica. Estos focos o lesiones se
denominan metdstasis. Ambas caracteristicas de invasién diferencian un tumor maligno de
uno benigno, en el que no se invade tejido adyacente ni se forman nuevos focos de
crecimiento tumoral. A nivel mundial el cdncer representa un grave problema, siendo una de
las principales causas de muerte en humanos. Se estima que una de cada ocho muertes se

debe al cancer.

Actualmente, el tratamiento del cancer se realiza mediante técnicas convencionales como la
quimioterapia, la radioterapia o la cirugia, todas ellas con claros avances en los ultimos
tiempos. Nuevas técnicas de diagndstico precoz y caracterizacion molecular ayudan también
a aumentar el tiempo de supervivencia de los pacientes. Sin embargo, existen ciertos tipos
de tumores con baja sensibilidad a los tratamientos convencionales y que junto con los casos
de enfermedad diseminada (metastasis), presentan tasas de supervivencia muy bajas,
haciendo necesario el desarrollo de nuevas aproximaciones para el tratamiento de esta

enfermedad.

Las nuevas aproximaciones deben ir encaminadas a suplir las deficiencias de las
convencionales. Un bajo perfil de toxicidad, un mecanismo de accién Unico que permita
actuar sobre las células resistentes a las terapias convencionales y la posibilidad de
combinarlas con las terapias ya existentes con el fin de obtener sinergias deberian ser los

objetivos principales.

1.1. Lavia del Retinoblastoma

Para que una célula normal, se convierta en una célula tumoral, se deben producir varias

mutaciones que afecten diferentes funciones celulares. La pérdida de control sobre la
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apoptosis, la autosuficiencia en sefiales de crecimiento, la insensibilidad a sefiales de
detencion de crecimiento o la capacidad de angiogénesis y migracion son algunas de ellas.
Generalmente la desregulacidon de estas funciones se produce por afectacidon de diferentes
vias o mecanismos, aunque algunos de ellos son esenciales, estando presentes en la mayoria

o en todos los casos de desarrollo de esta enfermedad (Hanahan and Weinberg, 2000).

La desregulacion de la via del Retinoblastma (RB/p16) se ha postulado como un requisito
indispensable para la oncogénesis (Hahn and Weinberg, 2002). Las proteinas pRB, p130 y
p1l07 (proteinas de la familia de RB) interaccionan fisicamente con muchas proteinas, entre
ellas las de los miembros de la familia de los factores de transcripcion E2F (en asociacidn con
los miembros de la familia DP), siendo clave para el control de la replicacion celular. Los
complejos RB-E2F-DP reprimen la transcripcion de los promotores controlados por E2F
gracias a la accién de las acetilasas de histonas (HDACs) y otros factores que remodelan la
cromatina (Black and Azizkhan-Clifford, 1999). Por otro lado, la fosforilacién de las proteinas
de la familia de RB por parte de las kinasas dependientes de ciclina (CDK), impide su unién a
E2F y a las HDACs, liberando E2F y activando la transcripcion de los promotores controlados
por este factor. A su vez las CDKs se activan por sefiales mitogénicas y se inhiben por
proteinas como p15, p16, p18 6 p19. Esta red de interacciones es lo que se conoce como via
del Retinoblastoma. Asi, las formas hipofosforiladas de las proteinas de la familia de RB
bloquean la entrada de la célula a la fase de replicacion o fase S y viceversa. Entre los genes
gue controla E2F se encuentra el mismo E2F-1, el cual se encuentra sujeto a un estricto
bucle de autorepresién o activacién debido a su papel en la apoptosis y replicacién del DNA
(Johnson and Degregori, 2006). Para que pueda darse este estricto control de la expresion, el
promotor de este gen dispone de una estructura Unica formada por cuatro lugares de unién

a E2F organizados en dos palindromos imperfectos (Neuman et al., 1994 y 1995).

Por tanto la desregulacion de la via de RB a cualquiera de sus niveles es esencial para que la
célula entre en un estado de replicacidon y posterior oncogénesis. Esto la convierte en una
Optima diana para el desarrollo de nuevas terapias encaminadas al tratamiento de un amplio

abanico de tipos tumorales.
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2. La viroterapia del cancer

La viroterapia se define como el uso de virus para el tratamiento de ciertas patologias, en
este caso el cancer. En el caso de la terapia génica, los virus son utilizados como vectores
para la transferencia de material genético, mientras que en el caso de la viroterapia se
aprovecha la capacidad litica del virus, al replicarse en las células, para destruirlas. Los virus
utilizados son modificados confiriéndoles selectividad hacia células tumorales y mayor
capacidad de destrucciéon de estas células. Estos virus modificados se denominan virus
oncoliticos. Una vez infectan las células tumorales, éstos se replican dando lugar a nueva
progenie viral que se libera al medio, infectando nuevas células tumorales. Este ciclo se da

multiples veces, amplificando la dosis viral y eliminando la masa tumoral.

-.:"' .~  Infeccién preferencial
/“:‘ de células tumorales

a

Replicacion selectiva o

en tumor vy lisis
celular

J %

Dispersion viral o
o por el tumor

eliminacion de las

Reinfeccion y
células tumorales

Figura 1. Esquema del sistema de propagacion de los virus oncoliticos. Los virus oncoliticos infectan y se replican
preferentemente en las células tumorales. La replicacion del virus da lugar a la muerte de la célula infectada y a la
liberacion de la progenie viral al medio extracelular. Los nuevos viriones vuelven a infectar nuevas células tumorales,
amplificando la dosis inicial del agente terapéutico y eliminando la masa tumoral (Hedley et al., 2006).

El concepto de viroterapia se remonta a principios del siglo XX cuando se observaron
remisiones espontaneas de tumores en pacientes que habian padecido infecciones virales o
recibido alguna vacuna. La mayoria de las remisiones espontaneas observadas ocurrieron en

pacientes con leucemia o linfoma, generalmente en pacientes jévenes con sistemas inmunes

17



Introduccion

comprometidos. Por ejemplo, en 1904 un paciente con leucemia mieloide crénica tuvo una
bajada drastica de leucocitos durante una infeccidn gripal. En 1912, DePace observd una
regresion notable de un carcinoma de cuello uterino después de administrar la vacuna de la
rabia, siendo el primero en atribuir este efecto a la acciéon de un virus (DePace, 1912). Desde
entonces se han descrito numerosas remisiones tumorales tras la infeccidn con el virus de la
hepatitis, del sarampion, la rabia o de la varicela (Moore, 1954). Todos estos casos de
remisiones tumorales junto con los progresos técnicos en la caracterizacion y amplificacion
de los virus in vitro llevaron a probar entre los afios 50 y 80, gran variedad de virus como el
adenovirus, el virus de las paperas, de la viruela o el del Oeste del Nilo entre otros, en
pacientes con cancer terminal (Arakawa et al., 1987; Asada, 1974; Huebner et al., 1956;
Hunter-Craig et al. 1970; Milton and Brown, 1966; Roenigk et al., 1974; Shimizu et al., 1988;
Southam and Moore, 1951). A partir de estos estudios, se publicaron datos sobre seguridad
y eficacia. Si bien la mayoria de los virus administrados indujeron alguna respuesta
terapéutica, incluyendo remisiones en algunos tumores, la variabilidad, junto con el bajo

cociente eficacia/toxicidad hizo que el estudio de la viroterapia perdiese interés.

A partir de la década de los 90, se empezaron a utilizar los principios de la terapia génica en
el tratamiento del cdncer. La restauracion de la expresion de algin gen de la célula tumoral
(p.ej. p53) (Lang et al., 1999) o la insercidén de algln gen suicida como la Timidina Quinasa
(Song et al., 2003) fueron los primeros objetivos. La gran limitaciéon de esta aproximacién,
debido a la falta de replicacion de los vectores utilizados, fue la necesidad de alcanzar todas

de células tumorales, disminuyendo su eficacia terapéutica.

Los avances en el conocimiento de la biologia molecular del cancer y la ingenieria genética
aplicada a los virus han permitido recuperar el concepto de viroterapia del cancer. Se han
generado agentes muy prometedores, selectivos para células tumorales, con baja
patogenicidad en tejidos normales y gran capacidad oncolitica. La gran ventaja respecto a la
terapia génica es la capacidad de replicacién de los virus, permitiendo una amplificacién del
agente utilizado de manera selectiva en el tumor, disminuyendo los efectos adversos en
otros tejidos. Ademas la generacidn de resistencias es practicamente inviable ya que el ciclo
litico implica un gran numero de vias (Chiocca, 2002). En 1991, Martuza y colaboradores
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fueron pioneros en el diseiio de un virus de replicaciéon condicional mediante la modificacidn
genética del Virus Herpes Simplex (HSV) (Martuza et al., 1991). También durante los afios 90,
gracias a los mejores conocimientos de las funciones de los genes virales, Frank McCormick
propuso el adenovirus dl1520, para el tratamiento de tumores con la via de p53 alterada
(Bischoff et al., 1996). Actualmente, diversos virus han sido modificados genéticamente para
mejorar tanto la selectividad por célula tumoral como la potencia antitumoral. Varios de
ellos, como el Vaccinia, el Herpes, el Adenovirus o el virus del sarampién han sido
administrados en ensayos clinicos (Russell et al., 2012) e incluso uno de ellos, el adenovirus

H101, ha sido aprobado y se comercializa en China (Huang et al., 2009).

3. Los adenovirus oncoliticos

A la hora de decidir utilizar una especie viral como agente terapéutico, debemos tener en
consideracién diversos aspectos como la eficacia, la seguridad y la facilidad de manipulacién
del virus. El agente viral debe infectar, replicarse y destruir las células tumorales de forma
selectiva. Ademas su fisiologia natural debe ser causa, idealmente, de una patologia leve y
bien caracterizada. El genoma viral debe ser estable garantizando homogeneidad tanto en
los parametros de seguridad como en los de producciéon. Por otro lado, el genoma debe ser
manipulable, pudiendo conferirle selectividad para células tumorales y a la vez potencia.
Finalmente la produccién debe poderse realizar a gran escala para su uso en ensayos

clinicos.

Los adenovirus cumplen gran parte de estos requisitos, siendo de gran utilidad como virus
oncoliticos. Son patégenos comunes, causantes de patologias leves en condiciones de
inmunidad adecuadas. Son virus replicativos, destruyendo la célula huésped durante su ciclo.
Los niveles de amplificacion durante el ciclo viral son elevados pudiendo llegar a producir
10000 particulas virales a partir de una sola célula infectada favoreciendo la diseminacion
del agente. Su genoma es facilmente manipulable gracias a su gran conocimiento y las
técnicas de biologia molecular actuales, pudiéndoles conferir selectividad tumoral e

incrementos de la capacidad oncolitica. A parte de la gran capacidad de amplificacién, las

19



Introduccion

técnicas actuales permiten concentrar los adenovirus unas 100 veces, obteniendo titulos

muy elevados de 10" particulas virales por mililitro.

3.1. Estructura de los adenovirus

Los adenovirus, tanto humanos (hAd) como caninos (CAV), se clasifican dentro de la familia
Adenoviridae. Los hAd mas utilizados son los del serotipo 2 y 5 (Ad2 y Ad5). En perros dos
serotipos de CAV han sido descritos, CAV1 y CAV2. CAV1 es responsable de la hepatitis
infecciosa canina, mientras que CAV2 ocasiona una infeccion leve/moderada en el tracto
respiratorio superior, produciendo congestién nasal tos y conjuntivitis, similar a la patologia

que inducen los Ad2 y Ad5 humanos.

Cada virion esta compuesto por una capside icosaédrica, sin envuelta lipidica, que envuelve
al nucleo de ADN gendmico (Figura 2). La capside estd formada por 8 proteinas
estructurales, entre ellas la proteina del hexdn (Hx) que forma las 20 caras del icosaedro. La
proteina del pentdn base (Pb) que forma los doce vértices del icosaedro, desde los cuales se
proyecta a modo de antena la proteina de la fibra (Figura 2). La fibra estd constituida por
tres dominios: la cola del extremo N-terminal (tail), una region central o cuerpo de la fibra
(shaft) y el dominio Knob, que corresponde al extremo C-terminal, responsable de la
interaccion del virus con el receptor CAR (Coxsackie-Adenovirus Receptor). El nucleo del
virién estd compuesto por un ADN linear de doble cadena asociado a varias proteinas. El

genoma de los hAd es de 36Kb, mientras que el de los CAVs presenta un tamaiio de 31.3 Kb.
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Figura 2. Estructura del adenovirus. (a) Imagen de microscopia electrénica (E. Mercader y E. Laborda, 2009, no
publicado) del virion de adenovirus humano. (b) Estructura proteica del adenovirus humano. Las proteinas
estructurales y de cimentacidn se encuentran localizadas de manera especifica mientras que la localizacién de los
componentes del nucleo y del DNA viral es coyuntural (modificado de Russell, 2000).

3.2. Biologia de los adenovirus

Los adenovirus son virus con un ciclo litico. La entrada a la célula huésped tiene lugar
mediante el reconocimiento y la interaccién del dominio Knob de la fibra con el receptor
celular de alta afinidad CAR. Posteriormente, la mayoria de los hAd media una interaccién
con las integrinas celulares mediante el dominio RGD (Arg-Gly-Asp) del pentén que permite
la internalizacion del virus mediante la formacién de vesiculas de clatrina. Sin embargo, los
CAV no presentan un dominio RGD, ni similar, de interaccidn con integrinas en las proteinas
de la cdpside. Esto sugiere la presencia de otros receptores auxiliares o mecanismos de
internalizacion diferentes a los comunmente conocidos para el Ad2 y Ad5 (Chillon and
Kremer, 2001; Hay, 2003; Seiradake et al., 2009; Soudais et al., 2000). Durante el transporte
hacia el nucleo, se produce la disgregacion de la capside, permitiendo la translocacion del
nucleo viral al nucleo de la célula. Una vez dentro del nucleo, el virus aprovecha la

maquinaria transcripcional celular para iniciar la transcripcién de los genes virales.
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En la actualidad no existe informacion detallada acerca de la expresidon de genes durante el
ciclo biolégico del CAV, aunque su similitud con los hAd sugiere un ciclo bioldgico similar. La

transcripcion en los Ad ocurre en dos fases: la temprana (early) y la tardia (/ate) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura y organizacion gendmica del adenovirus humano y canino. (a) Organizacidn transcripcional del
genoma del Ad5 humano. El DNA de doble cadena se representa como una linea delgada en el centro de la figura,
flanqueado por las dos repeticiones terminales invertidas (ITRs). Sobre la linea se indica la referencia del tamafio en
kilobases. Los genes tempranos se indican con flechas negras y los intermedios y tardios con flechas grises (basado
en el esquema de Tauber i Dobner, 2001). (b) Detalle de las unidades de transcripcion tardias de los adenovirus
humano y canino. Las unidades de transcripcién tardias del CAV2 y del adenovirus humano 2, se muestran sobre y
por debajo del genoma del adenovirus (doble linea) respectivamente (Szelechowski et al., 2009).

Durante la fase temprana la célula huésped se convierte en una productora eficiente del
genoma viral. Debido a que la mayoria de las células huésped se encuentran en un estado
guiescente en el momento de la infeccion, las proteinas virales deben interaccionar con las
proteinas de la célula huésped para activar la replicacion y la divisién celular. El primer gen
del genoma viral que se transcribe es E1A y su producto se une a diferentes proteinas
celulares como pRB, p107 y p130. Esta interaccidon impide que estas proteinas celulares se

unan al factor de transcripcion E2F y lo bloqueen. De esta manera se activa el ciclo celular y
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comienza la replicacién del ADN viral. Sin embargo, la desregulacién del ciclo celular
provocada por E1A induce la acumulacién del gen supresor tumoral p53. La activacion de la
via de p53 conduce a la induccién de apoptosis, previniendo asi la supervivencia de la célula
dafiada. La expresidn del producto del gen adenoviral E1B impide la muerte prematura de la
célula huésped. La proteina E1B-55kD se une a p53 e induce su degradacion, mientras la
proteina E1B-19KD presenta funciones similares a las del factor antiapoptético Bcl2. A través
de estos mecanismos antiapoptéticos el virus mantiene la célula viva el maximo de tiempo
posible para maximizar la produccién viral. La regién E2 codifica para las proteinas
necesarias para llevar a cabo el proceso de la replicacién del genoma. Los productos
sintetizados a partir de la transcripcion de la region E3 inhiben la respuesta inmune antiviral,
permitiendo asi la supervivencia de la célula infectada el tiempo necesario para que se dé la
produccién viral. Finalmente, la unidad transcripcional E4 codifica para proteinas implicadas
en la replicacién viral, el transporte del RNA viral y la expresidn de genes tardios. Entre estas
proteinas destaca la E4-6/7, que actla como un transactivador de la transcripcion
complementando la funciéon de E1A. E4-6/7 es capaz de unirse a E2F y desplazar las
proteinas pRB y p107 formando un complejo con dos moléculas de E2F. Este complejo
induce la unién estable de E2F con la estructura Unica de lugares de unién a E2F que
presenta el promotor de E2F-1, incrementando de manera exponencial su transcripcion
(Schaley et al., 2000). Una vez que el DNA se ha replicado, se activa el promotor principal
tardio (Major Late Promoter-MLP), que conduce a la expresion de un transcrito de RNA
mensajero que, por corte y ligacion diferencial, genera todos los RNA que codifican para las
proteinas estructurales que forman la cdpside. Finalmente, la encapsidacién del core vy la
formaciéon de nuevos viriones, que salen de la célula huésped mediante la lisis celular,

cierran el ciclo y consecuentemente inducen la muerte celular.
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3.3. Selectividad tumoral de los adenovirus oncoliticos

A diferencia de otros virus, como el Reovirus o el Virus de la Estomatitis Vesicular, el
adenovirus salvaje no presenta selectividad natural por las células tumorales. Con el fin de
conferir a los adenovirus replicativos selectividad por las células tumorales se pueden utilizar
tres estrategias: la primera es la delecion de funciones virales que son necesarias para la
replicacion en células normales, pero prescindibles para la replicacidon en células tumorales;
la segunda es situar el control de los genes virales que inician la replicacién viral bajo
promotores especificos de tumor; la tercera implica modificaciones de las proteinas de la

capside viral implicadas en la infeccion de la célula huésped.

3.3.1. Deleciones de genes virales como estrategia para conferir selectividad por célula

tumoral

Los adenovirus requieren de la maquinaria de la célula huésped para la replicacién de su
material genético. Mutaciones o deleciones en los genes virales implicados en la activacién
de la replicacién celular o la inhibicion de la apoptosis generan virus incapaces de replicarse
en células normales. Por otro lado, en las células tumorales donde la replicacion celular esta
activada vy las vias de apoptosis inhibidas el virus es capaz de replicarse y consecuentemente

de provocar la lisis de la célula tumoral (Chu et al., 2004).

El primer gen viral que fue delecionado en este sentido fue E1B. La delecién de una regién
del gen que codifica por la proteina E1B-55k dio origen al adenovirus dl1520 (también
llamado ONYX-015). Con esta mutacidn, el dI1520 era capaz de replicarse sélo en células con
la proteina p53 inactivada, como ocurre en las células tumorales (Bischoff et al., 1996).
Posteriormente, deleciones en la region conservada 2 de E1A generd nuevos virus de
replicacion selectiva, como el AdA24 o dI922-947 (Fueyo et al., 2000; Heise et al., 2000). Las
deleciones en esta region otorgan selectividad en células con alteraciones en la via de pRB,

al impedir que E1A se una a pRB liberando E2F e impidiendo que la célula entre en fase de
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replicacion en células normales. En célula tumoral esta via se encuentra alterada, siendo la

funcién de E1A prescindible (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de selectividad tumoral del Ad-A24. La proteina E1A del adenovirus secuestra pRB para inducir
la entrada de la célula en fase S y permitir la replicacion viral. En célula tumoral esta funcidn no es necesaria ya que
la via de Rb estd alterada y E2F estd libre. En las células normales la delecién A24 impide la disociacién de RB y E2F,
inhibiendo la replicacion viral.

Sin embargo, la selectividad de estos virus es limitada debido a que la regién conservada 1
de E1A mantiene su funcién, induciendo en cierto grado la entrada de las células a la fase S
mediante la uniéon con p300. Otra delecidn utilizada para otorgar selectividad a los
adenovirus es la delecion de los genes VA-RNA (Cascallo et al., 2003; Cascallo et al., 2006),
que dependen de la activacién de la via RAS o del truncamiento de la via del interferén,

alteraciones que se presentan comunmente en las células tumorales (Grander, 1998).

Aunque se ha otorgado cierto grado de selectividad a estos virus mediante estas
mutaciones, las proteinas virales, sobretodo E1A, se continlan expresando en células
normales. Después de la administracidn sistémica, la expresion de E1A en células hepaticas
provoca una elevada toxicidad (Engler et al., 2004). Por tanto es necesario mejorar la
selectividad, reduciendo asi la toxicidad de los virus, para el tratamiento sistémico de

pacientes de cancer.
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3.3.2. Control de la replicacidn viral: direccionamiento transcripcional y traduccional

Otra estrategia para conferir selectividad tumoral a los adenovirus es a través de la
regulacion de la expresion de genes virales —como por ejemplo E1A, E1B, E2 6 E4- mediante
la insercidn de secuencias exdgenas para que la expresién de estos genes sdlo se dé en
células donde el promotor esté activo. Entre las proteinas a controlar destaca la E1A, ya que

es la primera a expresarse y la que inducird la expresion del resto de proteinas virales.

Para aumentar la selectividad hacia tejidos se han utilizado diferentes promotores, como por
ejemplo el del antigeno especifico de préstata (PSA) para el cancer de prostata (Rodriguez et
al., 1997), el de la a-fetoproteina (AFP) para el hepatocarcinoma (Hallenbeck et al., 1999) o
el de la osteocalcina (OC) para el osteosarcoma o cancer de prostata (Hsieh et al., 2002;
Matsubara et al., 2001). Este promotor (OC) también se ha utilizado para el disefio del
adenovirus canino oncolitico, OCCAV, con la expresién de E1A bajo el control del promotor
de la osteocalcina (Hemminki et al., 2003). Sin embargo, y aunque el uso de promotores
especificos de tumor confiere una gran selectividad a los virus, el uso de un promotor activo
en un amplio rango de tumores representa una clara ventaja orientada al tratamiento de
pacientes con tipos diferentes de tumor mediante el mismo agente e incluso casos de
enfermedad avanzada donde los marcadores especificos de la lesidn inicial se hayan perdido.
Incluso dentro de un mismo tumor la expresién de marcadores puede ser diferente (Chu et
al., 2004), priorizando por tanto el uso de promotores que exploten caracteristicas

esenciales de las células tumorales.

Un promotor potente que esté activado en células tumorales y reprimido en células
normales es clave para obtener altos indices de oncolisis con bajos niveles de toxicidad.
Debido a la desregulacién de la via de RB en todos los tumores, los promotores que
responden al factor de transcripcion de E2F otorgan un amplio tropismo a los virus
oncoliticos (Cascallo et al., 2007; Johnson et al., 2002; Rojas et al., 2009 y 2010; Tsukuda et
al., 2002). Entre estos promotores destaca el E2F-1, ya que su estructura Unica de lugares de
union a E2F le confiere un alto poder de transcripcion. En células normales los virus que

incorporan este promotor controlando E1A inhiben su transcripcién mediante la unién de
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complejos pRB-E2F-HDAC. En células tumorales la unién de E2F libre activa la transcripcion
de E1A, iniciando el ciclo viral y la transcripcién del resto de proteinas del adenovirus. Entre
ellas la E4-6/7, que se une al E2F libre provocando un potente ciclo de autoactivacidn debido

a una unién mas fuerte a los lugares de unién E2F y provocando mayor expresion de E1A.

Otra estrategia para el control de la transcripcion de los genes virales es la construccion de
promotores artificiales. Estos promotores se basan en secuencias modulares formadas por
lugares de unién a factores de transcripcion y factores de silenciacién o potenciadores de la
transcripcion, unido todo ello al nucleo de un promotor (Herndndez-Alcoceba et al., 2002;
Peter et al., 2003). Una estrategia similar utilizada con el fin de conservar tanto el espacio
gendmico disponible del virus como la composicidn original de los promotores virales es la
insercion de lugares de unién a factores de transcripcion directamente en los promotores
virales. Se debe tener muy en cuenta la estructura de los promotores virales, ya que el lugar
de insercién y la distancia entre estos serd clave para el éxito de la estrategia. En este
sentido en nuestro grupo se ha construido el ICOVIR15 (Rojas et al., 2010). Este virus
proviene de la evolucion, siguiendo los pasos descritos en este mismo apartado, de ICOVIR5
(E1A bajo el control del promotor de E2F) e ICOVIR7 (E1A bajo el control del promotor de
E2F modificado mediante la insercién de cajas con lugares de uniéon a E2F). Para la
construccion de ICOVIR15, se partié del AdA24-RGD, vy se insertaron detrds de la seiial de
encapsidacion ocho lugares de unién a E2F organizados en cuatro palindromos imperfectos.
También se incluyé un lugar de unién a Sp-lI ya que se ha descrito la cooperacién entre
ambos factores para activar la transcripcidon. Mediante estas modificaciones se confirio al
virus selectividad por células con la via de RB alterada (células tumorales) a la vez que se
reprimia la expresiéon de E1A en células normales, disminuyendo notablemente la toxicidad
asociada a la administracion intravenosa. Otro aspecto a destacar de ICOVIR15 es que sélo
incorpora 151pb extras para obtener esta selectividad, mientras que sus predecesores
necesitaban mucho mas espacio al incluir todo el promotor de E2F, impidiendo incluir

nuevos transgenes para potenciar la oncolisis.
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Figura 5. Representacion esquematica del control transcripcional de E1A por ICOVIR-15. ICOVIR-15, ademas de los
factores de transcripcidn que controlan la transcripcidén de E1A en el adenovirus salvaje, incorpora 8 lugares de union
a E2F organizados en cuatro palindromos imperfectos. Ademas incorpora un lugar de unién a Sp-1 detrds de los
palindromos. Segun el virus infecte una célula tumoral o normal, la unién de diferentes complejos a los nuevos
lugares de unidn activara o reprimira la transcripcion. En la figura ademas se indican los pesos moleculares de los dos
genomas (Rojas et al., 2010).

3.3.3. Direccionamiento de la infectividad viral: direccionamiento transduccional

Otra estrategia para direccionar al adenovirus hacia la célula tumoral consiste en modificar
su capside para que infecte preferentemente células tumorales. El tropismo preferencial por
las células tumorales requiere el bloqueo de la unidn del virus con sus receptores naturales o
detargeting. Mientras que el redireccionamiento del adenovirus hacia la célula tumoral

diana necesita de un ligando especifico de tumor o retargeting.

Debido al importante papel que juega el higado en la eliminacidn del virus del organismo y
los factores sanguineos a la hora de inducir el tropismo hepatico del virus, la eliminacion de
la interaccion con estos factores ha demostrado reducir la cantidad de virus retenida en el
higado y a su vez aumentar la cantidad de virus en el tumor (Bayo-Puxan et al., 2006;
Waddington et al., 2008). Sin embargo, en nuestro grupo se ha demostrado que esta
eliminacion de la interaccién con factores sanguineos también afecta negativamente la
entrada de virus a las células tumorales (Giménez-Alejandre et al., 2008), dificultando el

detargeting y priorizando la busqueda de nuevos sistemas de targeting tumoral.
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Una aproximacién para aumentar el targeting tumoral es la construccion de fibras
adenovirales quiméricas que contienen, por ejemplo, el shaft de la fibra del hAd5 y el knob
de la fibra del CAV1 6 CAV2 (Paul et al., 2008; Zheng et al., 2007). De todas formas las
estrategias de targeting mas utilizadas han sido la insercién de motivos de unién especificos
de tumor en diferentes regiones de la capside (hexdn, pentdn, proteina IX é knob). Los
lugares de incorporacién deben estar expuestos, para permitir la interaccion de las
moléculas entre ellas. Entre ellos el bucle HI (H/ loop) del domino Knob de la fibra ha sido
ampliamente utilizado con éxito (Krasnykh et al., 1998; Xia et al., 2000; Belousova et al.,
2002). Entre los motivos de unidn incorporados a la fibra destaca el motivo CDCRGDCFC,
conocido como RGD-4C. Este motivo se ha insertado en el Hi-loop del Knob de la fibra
adenoviral permitiendo la entrada del virus a la célula tumoral mediante la interaccidon con
integrinas, ya que el receptor CAR —que media la entrada a la célula- se encuentra poco
expresado en células tumorales (Bauerschmitz et al., 2002), en cambio las integrinas que
interaccionan con este motivo se encuentran sobreexpresadas en gran cantidad de tumores.
De esta forma se aumenta la infectividad del virus en las células tumorales (Bauerschmitz et

al., 2002).

En el caso del adenovirus canino, no se han descrito motivos de interaccion con integrinas en
ninguna proteina de la capside viral (Chillén and Kremer, 2001). Se han utilizado partes de su
fibra para redireccionar el tropismo de los adenovirus humanos y se ha estudiado la
interaccion (unidon e internalizacién) del CAV2 con células humanas y de hamster
modificadas para expresar diversos tipos de integrinas y receptores de superficie (Soudais et

al., 2000), aunque su interaccién con células tumorales caninas resta por estudiar.

4. Limitaciones en la aplicacidn de la viroterapia

En el caso de los hAd las interacciones con los elementos sanguineos celulares y seroldgicos,
al igual que la biodistribuciéon sistémica por los diferentes érganos, estan muy bien
estudiadas. No es el caso de los CAV, donde la informacién disponible es limitada. Los

conceptos siguientes son de aplicacion a los hAd, aunque debido a las similitudes biolégicas
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entre CAV2, hAd 2 y 5 en sus respectivas especies es posible que se comporten de manera

similar.
4.1. Llegada del adenovirus al tumor

Los requisitos para la llegada de los adenovirus al tumor dependeran de la localizacién y
diseminacion o no de éste. Cuando la enfermedad aun no se encuentra diseminada, la
administracion local es una buena opcién. Por el contrario en casos de enfermedad
metastdsica, la administracién intravenosa serd recomendable, aunque presente ciertos
problemas (Figura 6). En el caso de la administracion intratumoral es aconsejable distribuir la
dosis viral en multiples lugares de la lesién evitando concentrarla en un solo punto y

favoreciendo la diseminacion del agente terapéutico por la masa tumoral.
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Figura 6. Barreras que dificultan la distribucion de adenovirus oncoliticos en los tumores in vivo. Después de la

administracion sistémica de un adenovirus existen diferentes barreras que limitan la llegada del virus al tumor e
infeccion de las células tumorales. La mayoria del virus administrado es retenido por el higado. El poco virus que
escapa puede ser neutralizado por absorcidn en las células sanguineas, por la cascada del complemento o por los
anticuerpos neutralizantes. Para que el virus acceda al tumor debe salir del torrente sanguineo atravesando la pared
del endotelio en contra del gradiente de presidn presente en el fluido intersticial. Una vez en el tumor, la dispersion
de virus puede verse perjudicada por la presencia de la matriz extracelular y las células del estroma. Finalmente, los
leucocitos infiltrantes del tumor pueden limitar la dispersién del virus célula a célula mediante su actividad antiviral o
de forma indirecta mediante la secrecion de interferones y otras citoquinas.
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El adenovirus no estd adaptado a la circulaciéon por el torrente sanguineo y se elimina
rapidamente después de la administracion sistémica (Alemany et al., 2000). La cascada del
complemento y la unién a plaquetas y eritrocitos neutralizan al Ad al entrar en el torrente
sanguineo (Carlisle et al., 2009; Shimony et al., 2009). La presencia de anticuerpos contra los
adenovirus, tanto en la especie humana como en la canina, también contribuye a Ia
inactivacion. Posteriormente el higado, mediante las células Kupffer y la infeccidn masiva de
hepatocitos debido a la retencion del virus en los espacios de Disse, elimina la mayor parte
del virus administrado, disminuyendo la biodisponibilidad y causando ademas toxicidad

hepatica.

La alta permeabilidad y desestructuracién de la vascularizacidon tumoral favorece la llegada
del virus y otros agentes terapéuticos por via sanguinea (Jang et al., 2003). El nivel de
vascularizacidn de cada tumor, influird en la capacidad de los adenovirus de diseminarse por
la masa tumoral. Tumores mas pequenos suelen estar mas vascularizados, los grandes
pueden presentar zonas avasculares y necréticas. Por ultimo los adenovirus deben atravesar
el espacio intersticial, delimitado por las membranas de las células del endotelio vascular y
las tumorales. Este espacio presenta una presién aumentada en comparacién con un tejido
normal dificultando la llegada de los agentes terapéuticos (Baumgartner et al., 1998).
Ademads, las concentraciones elevadas de matriz extracelular en este espacio también

dificultan el transporte de los adenovirus (Jang et al., 2003).

4.2, Dispersion intratumoral de los adenovirus

La replicacion, amplificacion y diseminacion de los adenovirus por el tumor es la gran ventaja
de la viroterapia respecto a otras aproximaciones terapéuticas. La dispersién intratumoral
del virus es esencial para que a partir de una dosis inicial baja se amplifique el efecto
oncolitico hasta eliminar la totalidad de la masa (McCormick, 2005). La dificultad para
obtener remisiones completas incluso en modelos de laboratorio, sefiala que la distribucion
del virus dentro del tumor es insuficiente (Sauthoff et al., 2003). El tejido tumoral presenta

elevadas concentraciones de matriz extracelular (ECM). Las células tumorales y del estroma
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sintetizan una matriz de colageno, fibras elasticas y acido hialurénico que junto a la elevada
presion intersticial tumoral dificultan el transporte de las macromoléculas por el espacio
intersticial. Estos componentes han sido identificados como causantes de la resistencia al

transporte de moléculas en los tumores (Jang et al., 2003).

Entre los componentes de la matriz extracelular destaca el acido hialurénico (HA). Esta
molécula es un glicosaminoglicano compuesto por unidades repetidas de dos disacaridos. Se
sintetiza a partir de dos hialuron sintasas y se degrada por unos enzimas, llamados
hialuronidasas (Toole, 2004). En la especie humana existen diversas hialuronidasas, Hyal 1, 2
y 3 son las formas mayoritarias presentes en la mayoria de tejidos, en el plasma, la médula
Osea y testiculos por ejemplo. Otra hialuronidasa, la PH20, se encuentra en el esperma de

mamiferos y cumple con funciones relacionadas con la fertilizacion.

El HA se encuentra sobreexpresado en diferentes tipos de cancer. Sus niveles estan
correlacionados con comportamientos invasivos y metdstasicos, siendo en muchos tumores
un indicador prondstico desfavorable (Auvinen et al., 2000; Hautmann et al., 2001; Knudson,
1996; Setala et al., 1999). En los tejidos tumorales, el HA favorece la formacién de metdstasis
induciendo la migracién y la adhesién de las células tumorales (Hayen et al., 1999; Hobarth
et al., 1992; Itano et al.,, 2002; Liu et al.,, 2001b) mediante la interaccidn con varios
receptores celulares como el CD44 y el receptor de la motilidad mediada por acido
hialurénico (Girish and Kemparaju, 2007). En modelos de laboratorio, la manipulacion de los
niveles de HA o de su interaccién con los receptores celulares altera el curso de la progresion
de diferentes tipos tumorales. La degradacién o inhibicion de la expresiéon del HA se ha
asociado a una reduccion del crecimiento tumoral en varios modelos tumorales (Simpson et
al., 2002; Jacobson et al., 2002; Shuster et al., 2002), mientras que la sobreexpresion de HA
incrementa el crecimiento tumoral y la presencia de metastasis (Itano et al., 1999; Jacobson
et al., 2002; Kosaki et al., 1999; Liu et al., 2001a). En contra de estos resultados, existen
estudios que relacionan la sobreexpresion de hialuronidasas con la progresion y malignidad
tumoral (Franzmann et al., 2003; Hautmann et al., 2001; Lokeshwar et al., 2001; Lokeshwar
et al.,, 1999). También se ha asociado la presencia de productos de bajo peso molecular
provenientes de la degradacién del HA con la formacién de neovascularizacion dentro del
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tumor (Kumar et al., 1989). Al contrario, el HA de alto peso molecular se ha descrito como
antiangiogénico. Ademas, los fragmentos de bajo peso molecular estimulan la produccién de

metaloproteasas y pueden promover la migracion celular.

Por tanto, aunque la relacién del HA y sus productos de degradacién con la progresion
tumoral, la angiogénesis y la malignidad tumoral es compleja y variable, la mayoria de
estudios situan al HA como una diana terapéutica importante para evitar la progresién

tumoral (Toole, 2004).

4.3. Potencia oncolitica de los adenovirus

Los resultados obtenidos en ensayos clinicos indican que es necesario el disefio y la
obtencién de nuevos virus 0 mecanismos que muestren mayor eficacia antitumoral (Russell
et al., 2012). Diferentes adenovirus se han administrado en ensayos clinicos, el mas conocido
y probado es el ONYX-015. Actualmente estan en curso diversos ensayos clinicos con varios
Ad y vias de administracion para el tratamiento de diferentes tipos de cancer (Tabla 1). Por
otro lado, sin llegar a cumplir con los requisitos de un ensayo clinico, el programa Advanced
Therapy Access Program (ATAP) del Dr Akseli Hemminki estd administrando por varias vias
una gran variedad de adenovirus oncoliticos en pacientes oncoldgicos. En general, los
efectos secundarios han sido reversibles y de cardacter leve, incluyendo sintomatologia gripal,
elevaciones de transaminasas hepaticas o hiperbilirrubinemia, demostrando la elevada
seguridad de la viroterapia mediante el uso de multiples vias de administracién. Sin
embargo, la eficacia ha sido limitada. Por tanto, los resultados hasta la fecha en la mayoria
de ensayos realizados en pacientes humanos muestran una eficacia limitada y temporal
(Russell et al., 2012). Mediante el uso aislado de agentes viricos, se ha demostrado actividad
antitumoral, aunque la respuesta terapéutica ha sido baja generalmente. El uso combinado
con quimioterapia ha sido mdas prometedor, aumentando la eficacia antitumoral sin
aumentar la toxicidad. En este sentido, existen varias estrategias destinadas a compensar las

carencias de los adenovirus oncoliticos con el fin de aumentar directa o indirectamente su
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potencia oncolitica. Ademads, algunas de ellas como la insercidn de transgenes dotan al virus

de nuevas herramientas para luchar contra los impedimentos que imponen los tumores.

Tabla 1. Ensayos clinicos con adenovirus oncoliticos

Virus Mofificaciones Fase Tumor Ruta Combinacién  Lugar
Oncorine (H101) E1B-55k- 2 SCCHN IT Cisplatin Multicenter
E3- 3 SCCHN IT Cisplatin Multicenter
Onyx-015 E1B-55k- 1 Lung Mets v - Mutlicenter
E3B- 1 Glioma Intracavity - Mutlicenter
1 Ovarian cancer IP - Mutlicenter
1 SCCHN T - Multicenter
1 Solid tumors v Enbrel Mary Crowley
1 Sarcoma IT Mitomycin-C  Mayo Clinic
Dox, cisplatin
1/2 PanCa IT Gemzar UCLA
2 CRC v - Mutlicenter
2 Hepatobiliary IT - Montefiore
2 CRC, PanCa IA - Mutlicenter
2 SCCHN IT - Multicenter
2 SCCHN IT Cisplatin, 5-FU Multicenter
2 CRC v 5-FU/leucovorin Stanford
CG7060 PSA control 1 Prostate cancer IT RT Johns Hopkins
CG7870/CV787 Rat probasin-E1A 1/2  Prostate cancer v - Multicenter
hPSA-E1B 1/2  Prostate cancer v Docetaxel Mary Crowley
E3+
CG0070 E2F-1, GM-CSF 2/3  Bladder cancer  Intracavity - UCSF
Telomelysin hTERT 1 Solid tumors IT - Mary Crowley
Ad5-CD/TKrep CD/TK 1 Prostate cancer IT 5-FC & GCV  Henry Ford, Detroit
1 Prostate cancer IT 5-FC+GCV+RT Henry Ford, Detroit
Ad5-D24-RGD RGD, Delta-24 1 Ovarian cancer IP - UAB
1 Glioma IT - MD Andersen
1/2 Glioma IT - Erasmus Medical
Center
Ad5-SSTR/TK-RGD SSTR, TK, RGD 1 Ovarian cancer IP GCV UAB
CGTG-102 Ad5/3, GM-CSF 1/2 Solid tumors IT - Baylor
Delta-24 1 Solid tumors IThv Metronomic  Docrates Hospital
CTX Helsinki
INGN-007 wtEla, ADP 1 Solid tumors IT - Mary Crowley
(VRX-007)
ColoAd1 Ad3/11p 1/2 CRC, HCC - PsiOxus
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4.4. Modelos empleados

Se han utilizado diversas especies como modelos en la terapia del cdncer con adenovirus
(Jogler et al., 2005). Los ensayos de eficacia suelen realizarse en ratones inmunodeficientes
con tumores xendégrafos humanos, mientras que los ensayos de toxicidad suelen realizarse
en ratones inmunocompetentes (Halldén et al., 2003; Lichtenstein et al., 2009). Es
importante considerar que aunque estos ensayos se realicen en ratones, esta especie no es
permisiva a la replicacion de los adenovirus humanos. El Hdmster Sirio se ha propuesto como
un modelo mas completo que el ratén (Thomas et al., 2006; Lichtenstein et al., 2009; Ying et
al., 2009) debido a la semipermisividad que presentan sus células a la replicaciéon de los
adenovirus humanos. Aunque esta ventaja supone un gran avance respecto al modelo
murino, los tumores deben ser implantados de manera artificial. Esto provoca que dichos
tumores tengan estructuras y cinéticas de progresion muy diferentes a la de los tumores que
se generan de manera espontdnea. Por tanto, estos modelos, aunque son excelentes
herramientas para definir preclinicamente las caracteristicas de toxicidad y potencia de los
adenovirus, estdn poco correlacionados con el entorno que los adenovirus oncoliticos
encontraran en los pacientes humanos. Al entrar en fases clinicas, los argumentos
anteriormente citados, provocan que los indices de eficacia terapéutica difieran con los
observados en los modelos preclinicos. Por otro lado, y de manera menos frecuente,
aparecen efectos adversos no esperados (Raper et al., 2003). La falta de buenos modelos
impide la extrapolacion fiable y exacta de los resultados de eficacia y toxicidad. Ademas las
diferencias y alteraciones en la inmunidad y la evolucidon tumoral de estos modelos impiden
la posibilidad de clarificar el papel que juega el sistema inmune y el microentorno tumoral

del paciente sobre los efectos del virus.
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5. Estrategias para mejorar la eficacia terapéutica de los adenovirus

5.1. Mejora del control de E1A

La mayoria de modificaciones transcripcionales de E1A provocan una pérdida de la cantidad
de E1A expresada en células tumorales. Aunque ligeras pérdidas no parecen tener gran
importancia en la potencia oncolitica de los adenovirus (Hitt and Graham, 1990; Nettelbeck
et al.,, 2002), cuando estos virus se prueban en una gran variedad de lineas tumorales la
pérdida de potencia oncolitica se hace evidente. La restauracion o incluso el aumento de la
expresion de E1A del adenovirus salvaje permiten aumentar la cantidad de virus producido.
Una mayor cantidad de virus producido implica mayores cantidades de virus liberado al
medio extracelular y esto ha sido postulado mediante un modelo matemdtico como un

punto critico para el éxito de la viroterapia (Wein et al., 2003).

5.2. Bioseleccion de adenovirus

Una estrategia utilizada para desarrollar virus mds potentes se basa en el cribado en
condiciones controladas en el laboratorio de un stock de virus previamente mutagenizado.
De esta forma se dara ventaja selectiva a aquellos mutantes que cumplan un conjunto de
condiciones predefinidas. Esta estrategia ha sido ampliamente usada en el campo de la
virologia y mas recientemente en el campo de la viroterapia con adenovirus oncoliticos (Yan
et al., 2003; Subramanian et al., 2006). En nuestro grupo se ha seleccionado una mutacién
en la proteina E3-19K (Gros et al., 2008) que provoca un aumento de la permeabilizacién de
la membrana plasmatica celular, actuando de forma similar a una viroporina. Este aumento
de la permeabilizacidon permite una mayor liberacién al medio de virus, lo que se traduce en

un aumento de potencia oncolitica.
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5.3. Adenovirus oncoliticos armados

La expresién de un transgén desde el genoma del adenovirus oncolitico es una aproximacién
muy interesante ya que aporta herramientas exdgenas a los virus con funciones que por
ellos mismo no pueden realizar. Esta estrategia representa la combinacidon de la terapia
génica y la viroterapia. Esta estrategia permite multiplicar la cantidad de transgén
administrado mediante la replicacion viral, y ademas la expresién de este transgén puede

multiplicar el efecto antitumoral de la viroterapia (Kim et al., 2006).

Cuando insertamos un transgén debemos tener en cuenta dos factores. Por un lado la
replicacion viral no se puede ver comprometida por la misma insercién o por la funcion de la
proteina por la que codifica. El segundo factor es la capacidad de incorporar nuevo material
genético al genoma, en el caso del adenovirus humano ésta es del 105%. Otras especies
como el adenovirus ovino dispone de mayor capacidad (114%), mientras que en el caso de
los CAV todavia no existen estudios. La incorporacion de estos transgenes busca aumentar la
capacidad citotoxica de los virus, modificar el microambiente tumoral o la respuesta inmune
frente a la célula tumoral. En el caso de la matriz extracelular que bloquea la distribucién del
virus por el tumor, la insercidén de un transgén que degrade o disminuya la produccion de la
matriz extracelular reduciendo la presion intersticial puede aumentar notablemente la

diseminacidn del virus y por consiguiente su capacidad de oncolisis.

5.4. Combinacidén con drogas u otras terapias

Ademas de la modificacidon genética de los adenovirus oncoliticos, la combinacion con las
terapias convencionales del cdncer puede beneficiar la actividad antitumoral de los agentes
viroterapéuticos. La muerte de las células tumorales por las drogas amplia el espacio
intersticial libre y permite una mejor difusién de los adenovirus (Jang et al., 2003). Se han
demostrado efectos sinérgicos de hAd con varias drogas como el cisplatino, 5-fluorouracil,
doxorubicina o paclitaxel y también con la radioterapia o farmacos que inducen autofagia

como el RADOO01 o la rapamicina (Li et al., 2001; Cheong et al., 2008; Dilley et al., 2005;
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Alonso et al., 2008; Yokoyama et al., 2008), asi como también con algunos bloqueantes de
los canales del calcio como el verapamilo (Gros et al., 2010). Ademas el uso de drogas
inmunosupresoras como la ciclofosfamida inhiben la respuesta antiviral aumentando el
efecto antitumoral de la viroterapia (Thomas et al., 2008). Por otro lado la incorporacién de
un transgén que permita degradar la ECM, favorece la diseminacion tanto del virus como del
agente quimioterdpico, aumentando el efecto terapéutico de ambos (Baumgartner et al.,
1998; Desoize et al., 2000). La combinacion con diferentes agentes puede ampliar el margen

de posibilidades para potenciar el efecto oncolitico.

5.5. Utilizacion de modelos mas completos

El perro se ha propuesto como un nuevo modelo singénico mas completo que el ratén y el
hamster (Hemminki et al., 2003; Smith et al.,, 2006; Arendt et al., 2009). Los perros de
compaiiia desarrollan tumores de manera espontdnea debido a un aumento de su esperanza
de vida y de una exposicidn a condiciones medioambientales similares a la nuestras (Paoloni
and Khanna, 2008). Es importante recalcar, que los modelos anteriormente citados,
provienen de animales con una tasa de consanguinidad elevadisima, por tanto con una
diversidad genética minima. En el caso del perro, y aunque existan razas consanguineas, el
nivel de consanguinidad es menos intenso y los animales cruzados o la inclusién en los
ensayos de animales de varias razas amplia la diversidad genética existente. Ademas la
proximidad entre el genoma humano y el canino es mayor que entre el humano y los
modelos anteriormente citados (Kirkness et al., 2003). Por otro lado, la terapia ocurrird en
un entorno inmune intacto, favoreciendo el esclarecimiento del papel del sistema inmune.
Finalmente, el comportamiento bioldgico y la presentacion clinica de ciertos tumores

caninos, son similares a los de la especie humana (Hansen et al., 2004).

Hasta la fecha se han identificado dos serotipos de adenovirus canino (Morrison et al., 1997).
El CAV1 es el agente causante de la hepatitis infecciosa canina (Decaro et al., 2008) mientras
que el CAV2, es un virus menos patogénico causante de una enfermedad respiratoria leve,

pero muy contagiosa, llamada tos de las perreras, (Buonavoglia et al., 2007) similar a la
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patologia causada en la especie humana por los Ad2 6 Ad5. Ademas, los perros son
vacunados rutinariamente con el CAV2 para protegerles de la hepatitis producida por el
CAV1 ya que se da una proteccidn sérica cruzada. Por tanto, los perros presentan diferentes
niveles de anticuerpos contra estos virus, como suele ocurrir en la especie humana con los
anticuerpos contra Ad2 6 Ad5, aumentando el margen de seguridad de los tratamientos
(Dhar et al., 2009). Con todo lo dicho, la terapia de pacientes caninos con un adenovirus
oncolitico basado en el CAV2, cumpliria con todos los requisitos previamente citados para
ser un buen modelo predictivo de la viroterapia con adenovirus de pacientes de cancer

humanos.

6. EI ICOVIR17

El ICOVIR17 es un adenovirus oncolitico disefiado en nuestro grupo para el tratamiento de
neoplasias diseminadas mediante la administracién sistémica (Guedan et al., 2010). Este
virus combina varias modificaciones genéticas para aumentar la selectividad tumoral, inhibir
la replicacion del virus en tejidos normales y aumentar la diseminacién del virus en el tumor.
La replicacidon de ICOVIR17 estad condicionada por la via de RB, como en su virus parental,
ICOVIR15 (Rojas et al., 2010, Figura 5). Este método de control de la replicacién aprovecha el
potente bucle de autoactivacidon que se genera entre los lugares palindromicos de union a
E2F, que controlan la expresion de E1A y E4-6/7. ICOVIR17 dispone de 8 lugares de union a
E2F detrds de la sefial de encapsidacion organizados en cuatro palindromos imperfectos.
Ademas también incorpora un lugar de unién a Sp-l, activando complementariamente la
transcripciéon junto a E2F (Karlseder et al., 1996). En la figura 5 se puede ver un esquema de
como interactuan los diferentes factores de transcripcién que se unen al promotor de E1A.
La unidn de E2F libre a los lugares de unidon activaria la transcripciéon de E1A en células
tumorales, activando a su vez el resto de proteinas virales, incluyendo E4-6/7, que forma un
complejo con E2F libre y se une de forma activa a los palindromos presentes en el promotor
de E1A y de E2 iniciando la replicacién viral y la lisis de la células. Al contrario, en células

quiescentes, la union de los complejos E2F-pRB-HDAC a los palindromos deberia inhibir la
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transcripciéon de E1A y la replicacidn viral. En este caso también la delecion A24 en E1A
evitaria la disrupcion de los complejos E2F-pRB en caso de que hubiese ciertos niveles
basales de expresidon del promotor. ICOVIR17 también tiene el péptido RGD insertado en el
Hl-loop de la fibra, como ICOVIR15, para incrementar la infectividad de las células tumorales.
Ademas, incorpora el gen de la hialuronidasa humana PH20 detras de la fibra, permitiéndole
degradar la matriz extracelular, en concreto el HA, y confiriéndole mayor capacidad de

diseminacion por el tumor.

7. Los Virus Adeno-asociados

Los virus adeno-asociados (AAV), son virus muy pequefios de entre 20 y 25 nm de didmetro,
sin envoltura lipidica, de cadena simple de DNA. Pertenecen a la familia Parvoviridae
(Hoggan, 1970; Berns, 1990). Las particulas virales tienen forma icosaédrica y presentan una
resistencia elevada a la temperatura, pH acido, detergentes y disolventes, haciéndolas
mucho mas estables que la de otros virus (Lai et al., 2002). Entre el 80 y el 90% de la
poblacién es seropositiva para AAV y se ha detectado la presencia de estos virus en el tracto
genital humano. De todas formas, los AAV no se han asociado a ninguna patologia. Es mas,
se ha vinculado a estos virus con cierto grado de proteccién frente al cancer de cerviz

uterino causado por el virus del papiloma.

El genoma del AAV se encapsida en forma monocatenaria, y tiene un tamafio aproximado
(segun serotipo) de 4.5Kb, con ITRs de 145 bases a cada extremo. El genoma dispone de dos
marcos de lectura abiertos que codifican para las proteinas no estructurales (proteinas Rep)
y estructurales (proteinas Cap). Se han encontrado tres promotores (p5, p19 y p40) que
codifican para cuatro proteinas no estructurales (Rep 40, 52, 68, 78) y tres estructurales
(VP1, 2 y 3). Cada una de las ITRs se compone de dos pequeiios palindromos flanqueados
por un palindromo mas grande. Esta organizacidon permite formar una estructura de T que
actla como cebador para la replicacion viral (Hong et al., 1992). En la figura 7 se muestra (a)

una imagen de microscopia electrénica donde se observan 3 virus adeno-asociados (circulo
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verde) junto con un adenovirus, de tamafio mucho mayor, y (b) un esquema de la

organizacién de su genoma.

Figura 7. Estructura del virus adeno-asociado. (a) Imagen de microscopia electrénica (E. Mercader y E. Laborda,
2009, no publicado) de tres viriones de virus adeno-asociado (circulo verde), donde aparece también un
adenovirus (izquierda). (b) Organizacién transcripcional del genoma del AAV2. El DNA de cadena simple se
representa como un rectangulo alargado flanqueado por las dos repeticiones terminales invertidas (ITRs). Sobre
él se indican los tres promotores (p5, p19 y p40) y bajo él las proteinas a las que dan lugar después del proceso
de corte (Lai et al., 2002).

Los AAV pertenecen al género Dependovirus, tal y como su nombre indica dependen de
otros virus llamados helper para completar su ciclo viral. Estos virus se descubrieron en
1965, como contaminantes de stocks de adenovirus (Figura 7a). Los virus helper mas
comunes son los adenovirus y los herpesvirus (Casto et al., 1967; Buller et al., 1981). No
todos los genes de los virus helper son necesarios para la replicacion de los AAV, en el caso
del adenovirus se han descrito los genes de E1, E2A, E4 y los VA RNA como necesarios (Janik
et al., 1981; Weindler and Heilbronn, 1991) aunque mediante el aporte de un Unico gen
adenoviral, el Ed4orf6, ha sido posible generar elevadas cantidades de vectores adeno-
asociados (Allen et al., 2000). Por otro lado, es posible que en el caso de incorporar agentes
genotoxicos al cultivo celular se pueda dar cierto grado de replicacion, pero a niveles muy
bajos. En ausencia de estos virus helper, los AAV entran en fase de latencia, integrandose en
el cromosoma 19 humano de forma especifica (Samulski et al., 1991). Cuando se da la
coinfeccién con un virus helper vuelven a la fase litica productiva. El genoma integrado es
rescatado y se da la replicacion viral y formacion de nueva progenie viral. En la figura 8 se

muestra un pequefio esquema del ciclo viral de los AAV.
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Latent infection Lytic infection

Figura 8. Ciclo viral del virus adeno-asociado. En ausencia de un virus helper, el genoma del AAV se integra
especificamente en el cromosoma 19 humano, permaneciendo latente (latent infection). Al darse la coinfeccion con

un virus helper el genoma es rescatado y se inicia la replicacion viral, entrando en la fase litica del ciclo y
produciendo progenie viral de ambos virus (Lai et al., 2002).

8. Introduccidn Capitulo |

Las expectativas de buenos resultados en el campo de la viroterapia son muy elevadas. Sin
embargo, la eficacia limitada en multiples ensayos clinicos sugiere la necesidad de aumentar
la potencia oncolitica de estos agentes (Russell et al., 2012). En este sentido, un adenovirus
oncolitico potente deberia ser capaz de liberar su progenie viral de la célula rdpidamente e

infectar las células préximas para poder propagarse por el tumor de forma eficaz.

La liberacidn de los adenovirus es bastante lenta, ya que ocurre en la fase tardia del ciclo
viral, cuando la Adenovirus Death Protein (ADP) se acumula (Tollefson et al., 1996). Ademas
también es ineficiente, ya que menos del 20% de la progenie viral se libera al medio tras dos
dias de infeccion. En este sentido, la liberacién del virus es muy importante para la
capacidad oncolitica de un adenovirus (Revisado en Gros and Guedan, 2010). Al aumentar la
liberacion del adenovirus provocamos una mayor y mas rapida propagaciéon del virus por el
tumor y de esta forma conseguimos una mayor potencia oncolitica o capacidad de
destruccion del tumor. Existen modelos matematicos que incluyen factores de replicacion de

los adenovirus, crecimiento tumoral y efecto de la respuesta inmune que destacan la
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liberacion viral como un factor clave para conseguir un buen indice de eficacia (Wein et al.,
2003). Multiples estrategias han sido utilizadas para obtener mayor liberacién adenoviral
(Sautohoff et al., 2000; Ramachandra et al., 2001; Puig Saus et al.,, 2012). Por ejemplo
delecionando la proteina E1B19K, o con una proteina del i-leader truncada, o
sobreexpresando la proteina ADP, se ha conseguido aumentar la liberacion y mas
importante, la eficacia oncolitica, identificando por tanto la liberacién de la progenie viral

como un factor clave para aumentar la potencia de los adenovirus.

Han sido descritos varios serotipos de AAV, (Gao et al., 2004; Schmidt et al., 2006), cada uno
de ellos con diferencias especificas de tropismo (Grimm et al., 2003; Miiller et al., 2006). Las
interacciones entre AAV (frecuentemente AAV2) y Ad (frecuentemente Ad2 y Ad5) han sido
estudiadas a nivel de expresidn génica, expresidon de proteinas y produccién viral total. La
coinfeccién de Ad con AAV2 provoca una disminucion de la expresidén de genes y proteinas
adenovirales de forma dosis dependiente. Ademas, no todos los transcritos ni todas las
proteinas parecen estar afectadas con la misma intensidad (Timpe et al., 2006). Desde
mediados del siglo XX, se ha descrito que la contaminacion de stocks adenovirales con AAV
se asocia a menores producciones totales de Ad (Hoggan et al., 1966, Carter et al., 1979). Por
otra parte, los efectos de los AAV sobre la citotoxicidad inducida por los Ad siguen siendo
confusos. Jing y colaboradores (Jing et al., 2001) describieron una disminuciéon de la
citotoxicidad inducida por infeccién de Ad al coinfectar con AAV2 en células Hela. Al
contrario, se ha descrito un aumento de la citotoxicidad, medida por la induccién de
apoptosis y necrosis, en células A549 inducida por Ad al coinfectar con AAV (Timpe et al.,

2007).

Un aumento de la citotoxicidad in vitro, podria conducir a un aumento de la potencia
oncolitica de un Ad. En este sentido, quisimos saber cdmo estos efectos de aumento de la

citotoxicidad y disminucion de la produccion, podrian afectar a los adenovirus oncoliticos.

En este capitulo del trabajo hemos intentado determinar y clarificar los efectos de los AAV
sobre la potencia oncolitica de los Ad, en concreto del ICOVIR15. Ademas hemos descrito un

nuevo fenotipo adenoviral en presencia de un AAV que hasta la fecha nunca habia sido
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observado. Este fenotipo consiste en una calva de aparicién temprana y mayor tamafio,
junto con un aumento de la eficiencia de la liberacién de la progenie viral, posible causa del
anterior fenotipo. Hemos observado un aumento de la citotoxicidad y capacidad de
propagacion de ICOVIR15 in vitro y lo mas importante, un aumento de la potencia oncolitica

in vivo.

9. Introduccién Capitulo I

El cdncer es una de las mayores causas de muerte en la poblacién humana, pero también en
la canina. En perros, al ser resistentes a los problemas cardiovasculares, el cancer representa
la primera causa de muerte (Patil et al., 2012; Hansen et al., 2004). Se estima que se
producirdn mas de cuatro millones de nuevos diagndsticos de cancer en perros cada ano

(Hansen et al., 2004).

La utilizacién del perro como modelo en viroterapia con adenovirus ha sido descrita como
una buena alternativa a los modelos actuales. La generacion espontanea de tumores, su
evolucidn clinica similar a la de la clinica humana y la presencia de un sistema inmune
totalmente competente fortalecen los argumentos a favor de la utilizacién de este modelo.
Ademas la disponibilidad de un virus (CAV2) con caracteristicas de patogenia, tropismo
natural y capacidad de manipulacién similares a los Ad2 y Ad5 humanos facilita su disefio y

produccién.

Otro aspecto importante es la falta de tratamientos adecuados para los pacientes de cancer
caninos. El desarrollo de adenovirus caninos oncoliticos beneficiard también a los pacientes
caninos. La mayoria de tratamientos para el cancer de perro provienen de la clinica humana
y no han sido optimizados, siendo la mayoria s paliativos (Patil et al.,, 2012) y
aproximadamente el 50% de los perros diagnosticados de cédncer con mas de 10 afios
mueren por esta enfermedad (Hansen et al., 2004). Por tanto, el desarrollo de nuevas

aproximaciones para el tratamiento del cancer en perros y el mantenimiento de un nivel de
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vida adecuado en términos de salud, es esencial para mantener a la medicina veterinaria a la

cabeza de la investigacidn contra el cancer.

Previamente, se ha generado en nuestro grupo el ICOVIR17 (Guedan et al., 2010), un
adenovirus oncolitico basado en el Ad5, con buenos resultados preclinicos. Ademas, una
versién mejorada de este virus esta lista para entrar en fases clinicas en humanos. En este
capitulo del trabajo, hemos desarrollado un adenovirus oncolitico canino, ICOCAV17, basado
en CAV2 y con caracteristicas similares a ICOVIR17. También hemos generado dos
adenovirus caninos parentales, CAV2RGD e ICOCAV15, homdlogos a sus versiones humanas
AdwtRGD e ICOVIR15 (Dmitriev et al., 1998; Rojas et al., 2010). En los ensayos preclinicos in
vitro los adenovirus caninos han mostrado bioactividad funcional de cada una de las mejoras
realizadas en el genoma del CAV2. Los ensayos in vivo en ratones implantados con tumores
xenodgrafos caninos han evidenciado una ventaja en términos de potencia oncolitica para el
ICOCAV17. Ademas, cinco pacientes caninos han sido tratados con ICOCAV17 mediante

administracion intratumoral.
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El desarrollo de nuevos virus selectivos de célula tumoral y de mayor potencia que el
adenovirus salvaje ha situado a la viroterapia como una de las aproximaciones mas
prometedoras en el campo de la terapia del cdncer. En el caso de los adenovirus, virus como
ICOVIR17, ademas de cumplir estas caracteristicas, disponen de herramientas adicionales
que les permiten diseminarse por el tumor, superando los obstaculos causados por la
presencia de matriz extracelular. Sin embargo, los resultados preclinicos en varios modelos
muestran que aun hay margen para incrementar la potencia de estos agentes. A la vez, los
resultados clinicos de otros candidatos han evidenciado una baja correlacidon terapéutica
entre los modelos actuales y los pacientes humanos.

Este trabajo se ha centrado en el aumento de la potencia de los adenovirus oncoliticos, en
concreto el ICOVIR15, mediante la combinacidn con virus adeno-asociados. Por otra parte,
nos propusimos el disefio y generacién de un virus oncolitico canino con las mismas
caracteristicas que ICOVIR17, para su uso en la clinica veterinaria y como modelo para la
clinica humana con ICOVIR17.

Los objetivos concretos de este trabajo han sido:

e Determinar el papel que juegan los virus adeno-asociados al combinarlos con los
adenovirus.

e Determinar el mecanismo por el cual se da un aumento de citotoxicidad al combinar
los virus adeno-asociados con los adenovirus.

e Aplicar al campo de la viroterapia estos conocimientos con el fin de aumentar la
potencia de los adenovirus oncoliticos.

e E| disefio y la generacién de un adenovirus oncolitico canino con caracteristicas
similares a ICOVIR17.

e Caracterizar in vitro los virus caninos generados y evaluar la toxicidad y eficacia
terapéutica en modelos murinos.

e La aproximacién a la clinica veterinaria de nuestro candidato canino. Tratamiento de
pacientes caninos con diferentes tipos tumorales, evaluando los indices de seguridad,

la toxicidad y la eficacia.
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1. Técnicas de manipulacion de bacterias

Con el fin de obtener cantidades suficientes de DNA en forma de plasmido para poder
trabajar con él, es necesaria la amplificacion de estos plasmidos en bacterias. Para ello, el
plasmido debe contener un origen de replicacién que le permita replicarse en la cepa de
interés y un gen de resistencia a un antibidtico (Kanamicina o ampicilina normalmente) para
poder seleccionar las bacteria e impedir contaminaciones. En este trabajo se ha utilizado Ia
cepa DH5a de Escherichia coli. Con el fin de poder amplificar los plasmidos, estos fueron
introducidos en las DH5a por transformacion, una vez inducido el estado de competencia.

1.1. Preparacion de bacterias competentes

Se conserva el stock madre de bacterias a -802C en forma de glicerinado. Para inducir el
estado de competencia se deja crecer toda la noche a 372C en 10 ml de LB (1% Triptona,
0.5% de extracto de levadura, 0.5% NaCl) en un tubo falcon de 50 ml en agitaciéon una
pequeiia alicuota obtenida por rascado del glicerinado con una punta estéril. Al dia
siguiente, los 10 ml de precultivo se crecen en 1L de LB a 372C en agitacién hasta obtener un
cultivo con densidad dptica de 0.6-0.7 a 600nm de longitud de onda. La solucién bacteriana
se distribuye en botellas de 250 ml (aptas para el uso en la centrifuga SORVALL) y se
conservan durante 40 minutos en un bafio de agua y hielo para detener el crecimiento
bacteriano. A partir de este momento la manipulacion de las bacterias debe realizarse
siempre a 42C. Se centrifugan las bacterias a 4000 g durante 15 minutos a 4 2C en una
centrifuga SORVALL. Se descarta el sobrenadante y el pellet bacteriano se lava con agua
miliQ refrigerada a 49C. Este proceso de centrifuga y lavado se repite tres veces, siendo la
ultima resuspension en 45 ml de agua con un 10% de glicerol. Se vuelve a centrifugar las
bacterias por cuarta vez y se resuspenden en 3ml de agua con un 10% de glicerol. A
continuacion se mide la DO de una dilucién 1/100 de la suspension bacteriana a 600nm. La
DO ha de ser similar a 1 (equivalente a 2.5x10° bacterias/ml). Finalmente, se realizan
alicuotas de 50 pl, congeladas inmediatamente en nieve carbdnica y se almacenan a -802C.

1.2. Transformacidn de las bacterias competentes por electroporacion

Las alicuotas de bacterias competentes almacenadas a -802C se descongelaban en hielo y se
afiadia una cantidad de ADN plasmidico de entre 10pg y 25ng en un volumen final de 2ul. Se
incubaba la mezcla 5 minutos en hielo y se anadia a unas cubetas de electroporacion
previamente refrigeradas en hielo. Mediante el uso de un electroporador Electro Cell
Manipulator™ ECM 630 con las siguientes condiciones: 50 puF, 1500 V i 125 Q se
electroporaban las bacterias. Con pulsos inferiores a 5 milisegundos la electroporacién se
daba por correcta. Acto seguido se resuspendian las bacterias en 300 ul de LB y se incubaban
1 h en agitacion a 372C. La suspension se plaquea en placas de LB con el antibiético de
eleccion.
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1.3. Aislamiento de DNA plasmidico

Los protocolos usados en este trabajo para el aislamiento de DNA plasmidico se basan en un
método de lisis alcalina con SDS a partir de cultivos de E. coli crecidos en LB con antibidtico.
Se han realizado preparaciones de DNA a pequefa y gran escala.

1.3.1. Preparaciones a pequefia escala

Las minipreparaciones se han realizado siguiendo el protocolo descrito por Birnboim y Doly
(Birnboim and Doly, 1979) que permite obtener preparaciones de entre 20 y 50 pg. El
procedimiento a seguir se detalla a continuacién.

Brevemente, se inocula una colonia crecida en una placa de LB con antibiético en 2 ml de LB
con antibidtico y se crece toda la noche. Al dia siguiente se toma una alicuota de 1,5 mly se
centrifuga a 13000 rpm durante 1 minuto. Se resuspende el pellet con la ayuda de un vértex
en 200 pl de la solucion 1 (25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA , 50 mM glucosa) refrigerada a
49C. Se anaden 200 pl de solucién 2 (SDS 1%, NaOH 0,2 M), acabada de preparar, y se mezcla
por inversion. Finalmente, se afiaden 200 pl de la solucion 3 (3 M acetato de potasio, 11,5%
acido acético) refrigerada y se invierte hasta que aparezca un precipitado blanco. La mezcla
se incuba 5 minutos en hielo y se centrifuga a 15000 g durante 15 minutos. A continuacion,
se recoge el sobrenadante transparente y se mezcla con 2 volimenes de etanol y se deja
reposar 15 minutos a temperatura ambiente. Se precipita el DNA plasmidico por
centrifugacién a 15000g durante 10 minutos. El sobrenadante se descarta y el pellet se lava
con etanol al 70%. Se vuelve a centrifugar 5 minutos a 15000 g, se descarta el sobrenadante
y se deja secar el pellet. Finalmente, el DNA plasmidico se resupende en 50 ul de TE con
RNAsa (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0,1 mg/ml RNAsa).

1.3.2. Preparaciones a gran escala

Con este tipo de preparaciones se obtienen grandes cantidades de DNA (2100 ug) de gran
pureza. Las maxipreparaciones se obtuvieron a partir de 200 ml de cultivo bacteriano
mediante el kit comercial de Invitrogen “PureLink™ HiPure Plasmid Filter Purification Kits”,
segln las indicaciones del fabricante.

2. Técnicas de manipulacion de levaduras

Todas las recombinaciones de este trabajo se han hecho en levaduras debido a su gran
eficiencia. Como en el caso de las bacterias, para amplificar plasmidos en levaduras es
necesario introducir los elementos necesarios para la replicacién y un marcador de seleccion
gue esté mutado o delecionado en la cepa de levaduras a utilizar. En este trabajo, la
secuencia CAL ha sido clonada en todos los plasmidos utilizados para la construccién de los
adenovirus (Ad) recombinantes (Sikorski and Hieter, 1989). La secuencia CAL consta de un
centromero, un origen de replicacion de levaduras o secuencia de recombinacion autonoma
(ARS), y el gen de la leucina. Los plasmidos obtenidos por recombinacién homadloga son de
bajo niumero de copias (1-3 copias por célula) y por tanto hay que amplificarlos en bacterias.
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Por tanto es necesario que estos plasmidos también contengan los elementos necesarios
para la replicacién y seleccion en bacterias.

Las levaduras utilizadas en este trabajo pertenecen a la cepa Saccharomyces cerevisiae
YPH857. Esta cepa ha sido modificada genéticamente para presentar mutaciones o
deleciones en genes implicados en la sintesis de diferentes moléculas (ura3-53, lys2-801,
ade2-101, his3-A200, trp1-A63, leu2-Alcyh2R). Estas mutaciones permiten la seleccion
condicionada a la inclusién en el medio o mediante un pldsmido de uracilo, lisina, adenina,
histidina, triptéfano y leucina.

Las recombinaciones homoélogas se realizaron mediante la transformacién de los dos DNAs
de interés linearizados en levaduras a las que previamente se les habia inducido el estado de
competencia. Las homologias necesarias para la recombinacién entre los dos fragmentos de
forma eficiente son de 40 pares de bases en cada extremo.

2.1 Preparacion de levaduras competentes

El preparado madre de la cepa YPH857 se conserva en forma de glicerinado a -802C. Se rasca
el glicerinado con una punta de pipeta estéril y se dibuja una estria en una placa de agar con
medio rico para el crecimiento de levaduras (YPDA™). Se dejan crecer durante 3 dias a 302C
y la placa se guarda durante un periodo maximo de dos semanas a 42C.

Para inducir competencia a las levaduras, se pica una colonia de la placa de YPDA™ y se crece
toda la noche en 5 ml de YPDA™ liquido a 302C, en agitacién a 200 rpm. Al dia siguiente, se
mide la DO de una dilucion 1/10 del cultivo (DOggo=1 equivale a 1.5x10’ levaduras/ml) y se
prepara una suspensiéon de levaduras de DO=0.15 en un volumen de 50 ml (DOggo= 0,15
equivale a 2.25x10° levaduras/ml). Se deja crecer a 302C en agitacidon de 200 rpm hasta
obtener una DOgyp= 0.4 a 0.9 (aproximadamente 5 h). A continuacién, la suspension se
traspasa a un falcon de 50 ml y se centrifuga a 3000g durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se descarta el sobrenadante y se lava con 25 ml de agua MiliQ autoclavada. Se
vuelve a centrifugar en las mismas condiciones, descartando el sobrenadante otra vez. El
pellet se resuspende en 1 ml de agua y la suspensidn se pasa a un eppendorf de 1,5 ml para
centrifugar 30 segundos a 6500 g en una microcentrifuga. Se descarta de nuevo el
sobrenadante y el pellet se vuelve a resuspender en agua en un volumen final de 1 ml. A
partir de esta suspension se hacen alicuotas de 100 pl (108 células) y se centrifugan durante
30 segundos a 6500 g. Se descarta el sobrenadante y el pellet de levaduras ya esta
disponible para ser transformado con DNA. Las levaduras competentes deben ser frescas y
debe realizarse este proceso el mismo dia de su utilizacion.
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2.2. Transformacion de levaduras por el método LiAc/SS-CARRIER DNA/PEG

Este método se describiéd en 2002 por Daniel Gietz y Robin A. Woods (Gietz and Woods,
2002). Se basa en la desestabilizacién de las membranas por el acetato de litio y en la
utilizacion de DNA de cadena simple (SS-carrier DNA) para bloquear posibles zonas repetidas
donde se podria unir de forma inespecifica el DNA para transformar. El DNA se introduce
mediante un choque térmico.

Inicialmente se hierve el DNA de cadena simple (DNA de esperma de salmén) durante 5 min
a 952C. A continuacién para cada transformacion se prepara una mezcla de:

- PEG (50% en peso/volumen) 240 pl.
- Acetato de litio (1M) 36 pl.
- ADN de esperma de salmén (10mg/ml) 10 pl.
- Plasmidos de ADN + H,0 milliQ 74 pl.

La cantidad de ADN para la recombinacién serd de unos 100 ng de inserto y unas 10 veces
menos de cantidad en moles del vector al que queremos introducirle el inserto. La mezcla se
afade al pellet de levaduras preparado anteriormente, se mezcla con la ayuda de un vértexy
se incuba 40 min a 429C. Se centrifuga la mezcla 30 s a 6500 g y se elimina el sobrenadante.
El pellet de levaduras se resuspende en 100 pl de agua y se plaquea en una placa de agar con
medio SC Leu-. Se incuban las placas a 309C durante dos dias hasta que aparezcan colonias
gue corresponderan tedricamente a los pldsmidos recombinados.

2.3. Aislamiento del DNA plasmidico

Mediante cultivos de levaduras crecidos a partir de una colonia durante 20 h a 302C y 200
rom en 2 ml del medio de seleccién liquido SC Leu- se procedié a obtener el plasmido
objetivo. Se traspasa 1,5 ml de cultivo a un eppendorf de 1,5 ml y se centrifuga durante 5
segundos a maxima velocidad. Se descarta el sobrenadante y el pellet de levaduras se
resupende en 400 ul de una solucidn de: 2% Trit6-X100, 1% SDS, 0,1 M NaCl, 10mM Tris-HCI
pH 8.0 y 1ImM EDTA. A continuacién se afladen 400 ul de fenol-cloroformo y 0,3 g de bolas
(glass beads unwashed, Sigma). La mezcla se mezcla durante 2 min en un vértex vertical a
4°C y se centrifuga a 15000 g durante 5 min. Se traspasa el sobrenadante a un nuevo
eppendorf y el DNA plasmidico se precipita con 2 volimenes de acetato sddico al 2% de
etanol durante 30 min a -202C. Se centrifuga a 16500 g por 20 min a temperatura ambiente,
se descarta el sobrenadante y el pellet se lava con etanol al 70%. Finalmente el pellet de
DNA se resupende en 40 ul de agua.

Con el fin de amplificar el DNA obtenido de la recombinacidn en levaduras se transforman 2
ul de la minipreparacion en la cepa bacteriana DH5a por el método de electroporacion.
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3. Cultivos celulares

En este trabajo se han utilizado lineas humanas, de perro, de origen murino y también de
hamster. En ambos capitulos se han utilizado células no tumorales inmortalizadas (HEK293 y
DKCre) para el trabajo con Ad y AAV y células tumorales de las especies antes citadas junto
con células caninas normales (DEK) para los ensayos in vitro e in vivo. En la Tabla 1 se indican
las lineas utilizadas y su origen. A continuacién se incluye un breve resumen de las
caracteristicas de las lineas utilizadas.

Tabla 1. Lineas celulares usadas en este trabajo.

Liniea cellular Origen

HEK293 Rifidn embrionario humano
A549 Carcinoma de pulmén humano
NP9 Adenocarcinoma pancreatico humano
HP-1 Carcinoma pancreatico de hamster
Amel-3 Melanoma de hamster
HAPT-1 Carcinoma pancreatico de hamster
Kin Carcinoma de pulmédn ratén
CMT64 Carcinoma de pulmén ratén
DKCre Rifidn embrionario canino
CML1 Melanoma canino
17CM98 Melanoma canino
Abrams Osteosarcoma (OS) canino
D17 Metastasis pulmonar OS canino

Lineas humanas

Células HEK293

Las células HEK293 derivan de células embrionarias de rifidn humano. Estas células han sido
transformadas con el 11% del extremo izquierdo del genoma del adenovirus, incluyendo el
gen E1. Las células HEK293 son altamente permisivas a la infeccion y crecimiento de los Ad al
igual que son facilmente transfectables por el método del fosfato calcico. Son células
empaquetadoras y se utilizan para la generacion, amplificacion y titulacion de los Ad
humanos. También son utilizadas para la generacion de los AAV.
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Lineas tumorales

La linea de carcinoma de pulmdn A549, se utilizé para amplificar los Ad humanos debido a su
gran eficiencia de produccién. Fue obtenida en la ATCC (American Type Cell Culture). La linea
NP9 fue establecida en el Servei Digestiu del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de
Barcelona y fueron cedidas por el Laboratori d’Investigacié Gastrointestinal del mismo
hospital (Villanueva et al., 1998).

Lineas murinas o de hamster

Lineas tumorales

Les lineas de hamster HAPT-1 y Amel-3 fueron cedidas por el doctor R. Hernandez-Alcoceba,
del CIMA de Pamplona. Las lineas KIn y CMT64 fueron cedidas por el doctor Stephan Kubicka
(Hannover Medical School, Hanover, Alemania). La linea kin fue seleccionada durante varios
pases en nuestro grupo con el fin de obtener un clon con mayor permisividad a la replicacién
adenoviral, este clon se denomind pKin. La linea HP1 fue amablemente cedida por el doctor
Michael A. Hollingsworth (Universidad de Nebraska, USA).

Lineas caninas
Células DkCre

Las células DKCre (Kremer et al., 2000) fueron cedidas por el doctor Eric Kremer (Instituto de
Genética Molecular de Montpellier, CNRS 5535, Montpellier, Francia; Universidad de
Montpellier, Montpellier, Francia).

Las células DKCre contienen la region E1 del CAV2 integrada en su genoma, con la regién E1A
bajo el control del promotor del citomegalovirus (CMV) y la regién E1B bajo el control de su
propio promotor. Son células empaquetadoras y se utilizaron para la generacién,
amplificacidn y titulacidn de los Ad caninos de este trabajo.

Lineas normales

Las células DEK (Dog Epidermal Keratinocytes) son queratinocitos de origen epidérmico,
obtenidas de CELLNTEC (CELLnTEC Advanced Cell Systems AG, Bern, Switzerland). Una vez
llegan a confluencia, estas células entran en un proceso de diferenciacion hacia
gueratinocitos maduros, expresando marcadores de diferenciacion desde dia 11 y quedando
arrestadas (kolly et al., 2005).

Lineas tumorales
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La linea D17 fue obtenida de la ATCC (American Type Cell Culture). Las lineas Abrams, CML1 y
17CM98 fueron amablemente cedidas por el doctor David Vail (School of Veterinary
Medicine, University of Wisconsin-Madison, Wisconsin, USA).

3.1. Condiciones de cultivo de las lineas celulares

Todas las lineas celulares utilizadas en este estudio crecen formando una monocapa con
morfologia epitelial adherida al soporte sdlido en el cual se cultivaron. Las lineas celulares,
excepto DEK, se mantuvieron con DMEM (Dulbeco’s Moification of Eagle’s Medium, Gibco
BRL) suplementadas con suero fetal bovino (FBS, Gibco BRL), previamente inactivado en un
bafio himedo durante 30 min a 562C, al 5%. A los medios de cultivo se les agregaron una
mezcla de los antibidticos penicilina y estreptomicina (Gibco BRL), a 100 U/ml y 100 ug/ml,
respectivamente, en una proporcion 1:100. En el caso de las DEK, el medio utilizado fue el
CNT-09 obtenido de CELLNnTEC (CELLNnTEC Advanced Cell Systems AG, Bern, Switzerland). En
todos los casos, el medio se renové cada 2-3 dias por aspiracion del medio viejo y adicidn del
medio nuevo. Las células se mantuvieron en un incubador humidificado a 372C en una
atmodsfera al 5% de CO,.

3.2. Recuento celular

Para determinar el nimero de células de un cultivo y sembrar la cantidad deseada, las
células se tripsinizaron (Tripsina-EDTA de Gibco BRL) y se resuspendieron en DMEM al 5%
FBS. De la suspensidn celular se tomd una alicuota y se realizé una dilucidén con el colorante
Azul de Tripano, de manera que se pudiesen contar entre 10 y 100 células por cada
cuadrante de la camara de Neubauer o hemocitometro. El Azul de Tripano penetra en el
interior de las células sélo cuando la membrana celular se encuentra deteriorada. Para el
recuento de las células viables en una solucién celular, se contaron las células viables
presentes en cada uno de los cuadrantes de la cdmara de Neubauer y se hizo una media. El
numero de células por ml se calculé mediante la siguiente férmula:

N2 células/ml: Media del n2 de células viables por cuadrante x dilucion x 10*

Este calculo permitié determinar la concentracién y el porcentaje de viabilidad del cultivo
celular. Finalmente, las células se resuspendieron con el medio necesario para llevar las
células del cultivo a la concentracién deseada.

3.3. Congelacion y descongelacion de las lineas celulares

Para la criopreservacion de las células, éstas se tripsinizan y luego se lavan dos veces con PBS
y se cuentan como se ha indicado en el apartado anterior.

Las células se llevan a una concentracién de entre 5 y 20 millones de células por ml en medio
de congelacién. El medio de congelacidn contiene un 90% de FBS inactivado (Gibco BRL) y un
10% del agente crioprotector DMSO (Di-metil-sulféxido, Sigma).

La suspension celular se distribuye a razén de 0.5 ml por criotubo y los viales se congelan en
un tanque de alcohol isoamilico, que colocado a -802C disminuye la temperatura
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progresivamente. A partir de las 4h, las alicuotas se pasan a los tanques de nitrégeno liquido
para ser almacenadas.

Para la descongelacidén, las células se pasan del tanque de nitrégeno liquido a un bafio a
379C para que la descongelacién sea rapida. La suspensidn celular se pasa a un falcon de 15
ml y se centrifuga 5 min a 750-1000g. El medio de congelacidn se retira por aspiracién y las
células se resuspenden con el medio de cultivo adecuado a cada una de las lineas celulares a
379C. A las 24h las células estdn mayoritariamente adheridas y se realiza un cambio de
medio para eliminar las células muertas.

3.4. Control de micoplasma en las lineas celulares en cultivo

La contaminaciéon por micoplasma pasa visualmente desapercibida en los cultivos, pero
puede afectar los resultados experimentales. La prueba de micoplasma se realizé de forma
rutinaria en todas las lineas celulares en cultivo. Esta prueba se basa en la deteccion del
microorganismo por PCR con los cebadores MICO-1 y MICO-2 (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencia aminoacidica de los cebadores utilizados para la deteccidon de micoplasma

Secuencia aminoacidica
MICO-1 5’-GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3’
MICO-2 5’-CGGATAACGCTTGCGACTATG-3’

Brevemente: para la realizaciéon de la PCR se partié del medio de cultivo de las células
cuando pasaron al menos 3 dias de cultivo en situacion de sobre-confluencia y en ausencia
de antibidticos. Si por PCR se detecté la presencia de micoplasma, la prueba se dio por
positiva y se procedié a la desmicoplasmatizacion de las células con Plasmocin™. Después
del tratamiento, se realizé nuevamente la prueba para confirmar la eliminacién.

4. Adenovirus recombinantes

4.1. Construccion de los Adenovirus caninos recombinantes

Todos los Ad generados en este trabajo fueron obtenidos por recombinacidn homdloga en
levaduras de la cepa YPH857. El proceso para la construccién de estos Ad se compone de dos
pasos: primero generacion de un inserto obtenido por PCR o sintesis directa, que contiene
las modificaciones que queremos introducir en el genoma. Los cebadores utilizados se
resumen en la Tabla 4. Posteriormente se recombina este inserto con el plasmido objetivo
linearizado. Una vez obtenemos un plasmido con el genoma viral y las modificaciones
deseadas, el paso final consiste en liberar el genoma del soporte de DNA que permite la
replicacion en bacterias y levaduras mediante una digestiéon con Not I. El genoma viral
liberado se transfecta en las células DKCre para la generacion del adenovirus.
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A continuacién, se describen los pasos seguidos para la construccién de cada uno de los virus
y plasmidos que han sido generados en este trabajo (Esquema 1).

Esquema 1. Generacion de los adenovirus caninos

pTG5412(CAV2)

Not | (5" Digestion parcial)

CAL fragmento de PCR con p3602CAL,
pTG5412CALbisF y pTG5412CALbisR.

PCALCAV2 (CAV2) ICOCAV15 fragmento (d21+E2F) (397

Swal EcoRI-1473 Hindlll).
Sal |
pICOCAV15n0RGD (ICOCAV15n0RGD)
RGD fragmento de 2x PCR:
1-FCAVRGDF//FcavRGDr2 y pcALCAV2.  |Sall
2-FCAVRGDF//FCAVRGDRL1 y producto
de PCR 1.
«— - 5
v
v
pPCALCAV2RGD (CAV2RGD) pICOCAV15RGD (ICOCAV15)
Canine llla//PH20//PolyA fragmento de
Sal | 3x PCR:

1- CAVPH1F// CAVPHIR y pCALCAV2RGD
<« (CAV2RGD).
2- CAVPH2F// CAVPH2R y pICOVIR17.
3- CAVPH1F// CAVPH2R y productos de
L PCR1y2.
A

pICOCAV17 (ICOCAV17)

61



Material y Métodos

Tabla 3. Descripcion de los adenovirus utilizados en este trabajo

Adwt wt wt Wt - - Humana
wt (Rojas
ICOVIR-15 | +4E2F | A24 ':”G_:is” ; etal, | Humana
+1 5pl P 2010)
CAV2 wt wt Wt - - Canina
(Kremer
CAVGFP - - Wt GFP etal., Canina
2000)
CAV2RGD wt wt | RGDen ; Este Canina
HI-loop trabajo
wt
ICOCAV-15 | 4 e2F | a1 Wit ; Este Canina
noRGD trabajo
+1 Spl
wt
ICOCAV-15 | +4E2F | ap1 | RGDen ; Este Canina
Hl-loop trabajo
+1 Spl
wt
ICOCAV-17 | +4E2F | ap1 | RGDRen PH20 Este Canina
+15pl Hl-loop trabajo

El CAV2 (GenBank U77082) fue obtenido de la ATCC (American Type Culture Collection, VR-
800). CAV-GFP (Kremer et al., 2000) fue amablemente cedido por el Dr. Eric Kremer, del
Instituto de Genética Molecular de Montpellier, CNRS 5535, Montpellier, Francia; y de la
Universidad de Montpellier, Montpellier, Francia. En el CAV-GFP la region E1A fue sustituida
por el casete de expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del
promotor del Citomegaovirus (CMV).

4.1.1. Construccion del plasmido pCAL-CAV2

pCAL-CAV2 contiene el genoma del CAV2 y los elementos necesarios para la replicacién y
seleccion tanto en bacterias como en levaduras. pCAL-CAV2 se construyd a partir del
pTG5412 que fue cedido amablemente por el Dr Eric Kremer (Instituto de Genética
Molecular de Montpellier, CNRS 5535, Montpellier, Francia; Universidad de Montpellier,
Montpellier, Francia). pTG5412 contiene el genoma del CAV2 y los elementos necesarios
para la replicacién en bacterias.

Para construir el pCAL-CAV2, se amplificé el CAL (Sikorski et al., 1989) introduciendo en 3’ y
5’ dos secuencias de homologia con pTG5412 de 40 pb cada una. Se utilizaron los cebadores
pTG5412CALbisF y pTG5412CALbisR (Tabla 4) y un plasmido que contenia el CAL.
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Posteriormente se linearizé el pTG5412 mediante digestién parcial con Not I. Mediante
recombinacién homodloga entre ambas moléculas de DNA se cred el pCAL-CAV2.

4.1.2. Construccion del Adenovirus canino CAV2RGD

Para construir el virus canino con RGD en el Hi-loop (Tabla 3), se realizaron dos reacciones de
PCR para generar el inserto con el motivo RGD en la fibra. En la primera reaccion se
utilizaron los cebadores FCAVRGDF y FCAVRGDr2 para introducir el motivo RGD y la
homologia en 3’ y el pldsmido pCAL-CAV2 como molde. En la segunda reaccién se utilizaron
los cebadores FCAVRGDF y FCAVRGDr1 para introducir la homologia en 5’ y el producto de Ia
primera reaccién como molde. Se linearizé el pCAL-CAV2 utilizando la diana Unica Sal | y se
recombind con el producto de la segunda PCR para generar el pCAL-CAV2RGD.

4.1.3. Construccion del Adenovirus canino ICOCAV15 e ICOCAV15n0RGD

Para la modificacion del promotor endégeno de E1A, se disefidé un fragmento que contenia
cuatro lugares de unién para el factor de transcripcién E2F (subrayado), un lugar de unién a
Sp-| (subrayado y cursiva) y una diana Pme-I (negrita) (5’-
TCGGCGGCTCGTGGCTCTTTGGCGGCAAAAAGGATTTCGCGCGTAAAAGTGGTTCGAAGTACTCG
GCGGCTCGTGGCTCTTTCGCGGCAAAAAGGATTTGGCGCGTAAAAGTGGACAGTTGTTTAAACCGA
CCACAAACCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGTCGA - 3’) después del nucledtido 403 del
genoma del CAV2, ademas contenia una delecién de 21 pares de bases (nucledtidos 818-
838). Este fragmento fue clonado en el pUC57 flanqueado por dos dianas Xmal por GenScript
Corp. Para linearizar el pCAL-CAV2RGD o el pCAL-CAV2 (para generar ICOCAV15 o
ICOCAV15n0RGD respectivamente) se utilizé la diana Unica Swa |. Mediante recombinacién
homodloga se generé el pICOCAV15 y el pICOCAV15n0RGD.

4.1.4. Construccion del Adenovirus canino ICOCAV17

Para generar el ICOCAV17, se realizaron 3 reacciones de PCR para introducir las regiones de
homologia en 3’ y 5’, el aceptor de corte de la proteina llla canina (lllaSA), y el DNAc de la
hialuronidasa humana PH20 con una sefial polyA. Primero utilizando los cebadores CAVPH1F
y CAVPHI1R se introdujo la secuencia homdloga 5 y el lllaSA cuya secuencia es (5'-
GGCCGGCCCTATGAGGAAGAGGAGAACCCTGATGGCTCCGTCTCATTTCAACAGC - 3’) utilizando
como molde el pCAL-CAV2RGD. Después utilizando los cebadores CAVPH2F y CAVPH2R vy,
un plasmido que contenia la PH20 como molde, se amplific6 el DNAc de la PH20, la
secuencia polyA v la secuencia homéloga en 3’. Finalmente, ambos productos (PCR 1y 2) se
unieron utilizando los cebadores CAVPH1F y CAVPH2R. El fragmento final se recombiné con
el pICOCAV15 digerido con Sal .
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Tabla 4. Cebadores utilitzados para los clonajes

0TG5412CALbisF 73 ECCAAATI'TAAGCCACACTC'I'I'TGTCCTGTATATI'ATTGATGATGCGGCCGCACCTGGGTCCTTTI'CATCA
pTG5412CALbisR 60 GAGAGCTCGATATCGCATGCGGTACCTCTAGTCGAGGCCGCATCTGTGCGGTATTTCACA

FCAVRGDF 40 CAAGTTAGCCTCCAAGTAGGCTCGGGTCTCACCGTGATTA

FCAVRGDr2 43 GCAGAAACAGTCTCCGCGGCAGTCACAGCCTTTTGGTTTGTTA

FCAVRGDr1 57 GTTAAAGTTTAAAAACCTAAAGGTAAGGGTGTAAGTGGCAACGCAGAAACAGTCTCC

CAVPH1F 20 CGCCGCCACCATCTCCCGCT

CAVPH1R 70 GCTGTTGAAATGAGACGGAGCCATCAGGGTTCTCCTCTTCCTCATAGGGCCGGCCCTTATTTTTTTCTGG
CAVPH2F 39 CCGTCTCATTTCAACAGCATGGGAGTGCTAAAATTCAAG

CAVPH2R 59 GCCTTACCGCTCGCGTGTATGAAAAATAAAGCTTTTAAATTTATTAAGATAGTGTGGAG

4.2. Generacion de adenovirus recombinantes por transfeccion con fosfato cdlcico

Una vez obtenemos los plasmidos correctos se deben introducir linearizados en células
especializadas (HEK293 o DKCre) para iniciar el ciclo viral y que se genere el Ad. Una vez en el
interior de la célula empaquetadora, el DNA viral recombinante activa la replicacion del DNA
y la transcripcidn de proteinas de la capside. Este DNA viral se encapsidara dando lugar a
nuevos virus (progenie viral), que se liberard al medio extracelular. Una vez generado el Ad
recombinante, se amplificara por sucesivas rondas de propagacidn en las células vy
condiciones adecuadas. A continuacién se describe detalladamente el procedimiento a
seguir para la generacidon de adenovirus recombinantes una vez tenemos los genomas
insertados en un plasmido.

El genoma viral recombinante se libera de la construccién plasmidica por digestion con el
enzima de restriccion Pacl (Ad humanos) o Notl (Ad caninos) y se transfecta en células
HEK293 (Ad humanos) o DKCre (Ad caninos) por el método del fosfato calcico.

Lo primero es obtener una monocapa de células al 60% en el momento de la transfeccién.
Para cada pozo de células se prepara una mezcla que contiene:

- 19,5 ul de cloruro calcico 2 M.
- 3 ugde DNA.
- H,0 bidestilada filtrada, hasta un volumen final de 162 pl.

Se mezcla pipeteando durante 10 seg con suavidad. En otro eppendorf de 1,5 ml se afiaden
162 ul de la solucién HBS 2X (NaCl 274 mM, HEPES 50 mM, fosfato sddico 1,5 mM en H,O0,
pH ajustado a 6,95 - 7 con NaOH). Con la ayuda de una pipeta se airea creando burbujas
mientras se afiade la mezcla que contiene el DNA gota a gota y durante 5-10 seg mas. Se
deja reposar 1 min y se afiade a las células agitando suavemente para favorecer la
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homogeneidad. Los precipitados son visibles 4 horas después de la transfeccion. A las 16-24
horas se cambia el medio (opcional en las DKCre) por medio nuevo.

Al generarse un Ad recombinante se observara un efecto citopatico localizado en forma de
cometa a los 6 - 7 dias post transfeccion (en las DKCre no es tan evidente). En ese momento
se recogen las células junto al sobrenadante y se somete a tres ciclos de congelacidn vy
descongelaciéon para liberar las particulas virales del interior de las células. De esta manera
se obtiene un lisado inicial o pase 0. A partir de este pase 0 amplificaremos el virus mediante
sucesivas rondas de replicacién.

4.3. Seleccion de clones de adenovirus recombinantes mediante el ensayo de formacion de
calvas

Con el objetivo de disponer de un stock homogéneo de cada uno de los virus, se obtuvieron
clones aislados mediante el ensayo de formacién de calvas. Este ensayo se realizd en las
células A549 (Ad humano) o DKcre (Ad canino). Una vez aislados los clones se caracterizaron
y los clones correctos se amplificaron para usarlos en ensayos in vitro e in vivo. El ensayo de
formacién de calvas se basa en la infecciéon de una monocapa celular con un banco de
diluciones del lisado inicial de adenovirus. Posteriormente, se cubre la monocapa de células
infectadas con una matriz de agarosa, que permite el intercambio de gases y de nutrientes
con el medio pero no permite la difusion de la progenie viral, de esta forma los viriones
liberados de la primera infeccidon sélo pueden infectar las células vecinas. Las calvas se
forman después de sucesivas rondas de replicacién de los adenovirus.

Brevemente, se prepara un banco de diluciones seriadas (10% 2 10°) a partir del lisado inicial
en medio DMEM al 5% de suero fetal bovino inactivado (FBS). Con 1 ml de la dilucién se
infecta un pocillo de una placa de 6 pocillos (6mm de didametro) de células A549 6 DkCre al
80-90% de confluencia y se deja durante 4-6 horas. Se retira el medio de infeccién y se
agregan 2 ml de una solucién estéril de agarosa y medio (1:1), previamente preparada a
partir de una solucidn de agarosa al 1% a 562C y el medio DMEM suplementado con un 10%
de FBS, antibidticos y atemperada a 372C. El medio con la agarosa se deja solidificar durante
30 min a temperatura ambiente y a continuacion se agregan 2 ml de medio DMEM al 5% de
FBS sobre la matriz de agarosa. Las placas se dejan en el incubador hasta que a los 5-7 dias
se comienzan a ver las primeras calvas virales, cada una correspondiente a un clon diferente.
Con el objetivo de obtener las calvas, se retira el medio liquido que hay sobre la agarosa y se
perfora la agarosa con una punta de pipeta de 200 pl. Las calvas se aspiran con la pipeta y se
resuspenden en 500 pl de DMEM.

Para comprobar la identidad del adenovirus recombinante, se infecta una placa de 100mm
para la obtencién del DNA viral por el método de Hirt’s y se caracteriza, tal y como se detalla
a continuacion.

4.4, Amplificacion y purificacion de los adenovirus

La amplificaciéon y purificaciéon de Ad permite la obtencion del virus en una cantidad
suficientemente grande y en una formulacidn adecuada como para ser utilizado en los
ensayos in vitro e in vivo.
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La amplificacion de Ad se basa en la propagacion del virus en placas de cultivos cada vez mas
grandes y en mayor cantidad.

La purificacién de Ad se basa en la separacion de los virus producidos por el cultivo celular,
mediante ultracentrifugacion en un gradiente de cloruro de cesio. A continuaciéon se
describen ambos métodos:

4.4.1. Amplificacion de adenovirus

Para amplificar los Ad humanos se utilizé la linea A549 y para los caninos la linea DKCre. Para
la amplificacién de Ads recombinantes, se parte de un clon aislado en el ensayo de
formacidén de calvas, amplificado por sucesivas infecciones de placas cada vez mas grandes.
En condiciones normales de propagacién, con el lisado celular se pueden infectar 10 placas
de la misma medida de la cual provienen. Una vez obtenidas dos placas de 150 mm de
didmetro infectadas con adenovirus recombinante, ya se tuvo un extracto celular con
suficiente cantidad de virus para realizar todos los experimentos in vitro. Para realizar los
experimentos in vivo, se continda la amplificacién viral hasta obtener 10-20 placas de 150
mm de diametro infectadas.

Cuando las células estuvieron a una confluencia del 80% se infectan con 10 m.o.i. (unidades
formadoras de calva por célula o multiplicidad de infeccion). La infeccidn se realiza a partir
de un virus purificado o de un lisado celular. Después de una incubacion de 48 a 72 horas a
379C al 5% de CO,, el efecto citopatico es evidente en el 95-100% de las células. Una vez el
80% de las células se despega de la placa se recoge el pellet y se almacena a -80°C.

En la amplificacién final, previa a la purificacion del adenovirus, las células se recogen
cuando el 90-100% de las células en cultivo presentaron un efecto citopatico evidente. En
ese momento se recogen las células y el sobrenadante de cada una de las placas y se
centrifugan en tubos de 50 ml, tipo falcon, durante 5 min a 750-1000g. Se guardan 40 ml de
sobrenadante y el resto se descarta por aspiracidén. Los pellets celulares de las diferentes
placas se juntan en uno solo y se resuspenden en un volumen final de unos 20 ml y se
almacenan a -802C hasta su purificacién.

4.4.2. Purificacion de adenovirus

Los adenovirus se purifican con la finalidad de obtener un stock de virus en una formulacién
adecuada para ser administrada a los ratones y concentracién maxima.

El método utilizado en este trabajo para la purificacion de los adenovirus se basa en la
ultracentrifugacion de un gradiente de densidades hecho con diferentes concentraciones de
cloruro de cesio (CsCl). Este método permite la separacion de las particulas virales del resto
de los elementos presentes en el lisado celular -como son las capsides virales vacias o los
restos celulares- y concentrar las particulas virales. La eliminacion del CsCl se hace
posteriormente por didlisis contra el tampdn deseado.
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Figura 1. Esquema del proceso de purificacion viral. La fotografia muestra un tubo de ultracentrifuga con el
gradiente de cloruro de cesio discontinuo y el extracto celular clarificado (CEC) después de la primera
ultracentrifugacidon. La banda blanca corresponde a las capsides virales.

Brevemente, para liberar las particulas virales del interior de las células, a los pellets
celulares provenientes de la amplificacidn viral, se les somete a tres ciclos de congelacion (-
802C) y descongelacion (379C). Posteriormente, el extracto viral lisado se centrifuga en tubos
de 50 ml, tipo falcon, durante 5 min a 750-1000g para precipitar los restos celulares. El
sobrenadante es lo que llamamos extracto celular clarificado (CEC, Cell Extract Clarified), que
contiene los adenovirus para purificar posteriormente. El CEC se carga sobre el gradiente de
CsCl para la separacién de las particulas adenovirales de los restos de cultivo celular.

El gradiente de CsCl se compone de:
- Solucién A: 1.5 mg/ml CsCl en PBS.
- Solucién B: 1.35 mg/ml CsCl en PBS.
- Solucién C: 1.25 mg/ml CsCl en PBS.

El gradiente de densidad de cloruro de cesio se prepara en 4-6 tubos de ultracentrifuga
(Beckman). Para formar el gradiente se agregan las siguientes cantidades de soluciones:
1% 0.5 ml solucidn A.
- 2do 2.5 ml solucién B.
3 2.5 ml solucién C.

Después de hacer el gradiente de CsCl, se agregan 7 ml del CEC en cada tubo ajustando el
peso con sobrenadante, guardado durante la recoleccion del virus durante el proceso de
amplificacidn viral, hasta un volumen final de 12.5 ml por tubo.

Los tubos se centrifugan durante una hora a 102C a 150.000 g [35.000 rpm (rotor SW41,
Beckman)]. En estas condiciones, las particulas virales se separan de los restos celulares y se
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concentran en un punto del gradiente de densidad correspondiente a la densidad de la
particula viral (1.32g/ml para el hAd y 1.22 g/ml para el CAV2). Es frecuente que aparezcan
dos bandas blanquecinas que corresponden al virus. Las capsides vacias quedan en la banda
superior y se descartan por aspiracién junto con los restos celulares. En la banda inferior
guedan las capsides virales llenas que se retiran con pipeta y se someten a una segunda
ultracentrifugacion, esta vez en un gradiente de CsCl continuo.

Para la segunda ultracentrifugacion de los hAd los tubos de ultracentrifugacion se llenan con
las bandas de virus obtenidas y se mezclan con una solucién de 1.35 mg/ml de CsCl. Para los
virus caninos los tubos de ultracentrifugacion se llenan con las bandas de virus obtenidas y
se mezclan con una solucion de 1.3 mg/ml de CsCl (mezcla 1:1 de la solucion de 1.35 mg/ml
y de la solucion de 1.25 mg/ml). Se centrifuga durante 16 horas a 10°C a 150.000 g (35.000
rpm, rotor SW41, Beckman).

Al final de la segunda centrifugacion se obtiene una banda blanquecina que corresponde al
adenovirus. La banda se retira con una pipeta y se introduce en una membrana de didlisis
previamente equilibrada en 500 mL de agua miliQ autoclavada durante 30 min. Se dializa en
un volumen de 500 ml de PBS™ a 42C en agitacién durante 2 horas. Se cambia el tampén de
didlisis y se deja dos horas mas en las mismas condiciones. En el tercer y ultimo cambio del
tampdn PBS™ se complementa con glicerol a una concentracién final de entre 2.5 y 5%, para
conservar el virus alicuotado a -809C.

5. Técnicas empleadas para titular adenovirus

5.1. Determinacion de las particulas viricas por espectrofotometria (vp/ml)

Este protocolo se basa en la determinacidn de la absorbancia del DNA viral a una longitud de
onda de 260 nm, lo que nos permite determinar el niUmero de particulas virales (vp) totales
de un stock viral purificado sin discriminar entre particulas virales infectivas y defectuosas.
Se prepara una dilucién del stock viral purificado, 5 ul, en 95 ul del tampdn de lisis (Tris
10mM, EDTA 1mM, 0.1% SDS, pH 8.0). La mezcla se incuba durante 5 min a 562C y se mide la
densidad éptica en el espectrofotémetro a las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. La
concentracion final se calcula teniendo en cuenta que le coeficiente de extincidn del virus es
de 1.1x10" por cada unidad de DO.

vp/ml = DOygo x dilucion x 1,1-10™

La ratio entre la absorbancia de la muestra a 260 nm y 280 nm, da una idea de la pureza de
la muestra purificada. Optimamente debe de estar alrededor de 1.4.

5.2. Determinacion de las particulas viricas por PCR a tiempo real (vp/ml)

Este protocolo se basa en la determinacion de genomas virales en una muestra por
amplificacién del DNA por PCR a tiempo real. El nimero de copias de genomas virales se
cuantificd en relacidn a una curva patron realizada a partir de diluciones 1/10 de un stock de
plasmidos de Ad o AAV en la misma solucidon que contenia los virus a cuantificar.
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5.2.1 Preparacion de las muestras

Este procedimiento se utilizd para cuantificar virus purificados, CEC, sobrenadantes,
muestras de tejidos o fluidos corporales (ambos se explicardn mas adelante). En el caso de
los virus purificados o CEC, antes de cuantificar los virus fue necesario un pretratamiento de
las muestras ya que éstas pueden contener genomas virales no encapsulados, proteinas
virales y celulares o acidos nucleicos celulares a parte de las particulas virales a cuantificar.
Estos tratamientos se basan en la digestiéon del DNA celular y de los genomas no
encapsulados con DNAsa y en la liberacidn del DNA encapsulado mediante digestion de la
capside con proteinasa K. El protocolo a seguir basado en protocolo descrito por Ma y col.
(Ma et al., 2001) se describe a continuacién:

Se mezclan 5ul de una muestra con 2ug de DNAsa, en un volumen final de 20ul y la mezcla
se incuba 30 min a 379C. La DNAsa se inactiva afiadiendo EGTA (20mM) e incubacion
durante 10 min a 372C seguido de un proceso de inactivacion por calor durante 10 min a
90¢9C. A continuacion las proteinas de la capside se digieren con 1ug/ul de proteinasa Ky SDS
0.1% durante 45 min a 562C. La proteinasa se inactiva por calor en las mismas condiciones,
10 min a 902C. La RT-PCR se lleva a cabo cogiendo una muestra de 2ul diluida 10 6 100 veces
en agua.

5.2.2. RT-PCR

La técnica de la PCR a tiempo real se basa en una cinética de cuantificacién que permite
determinar y registrar la formacién de productos de PCR en tiempo real. Consiste en
cuantificar, durante la fase exponencial de la reaccién, los productos de PCR amplificados y
marcados con un fluorocromo. En este trabajo se realizd una cuantificacidn absoluta de AAV
por SYBRgreen y hAd y CAV2 mediante una sonda tagman especifica para la regién E1A del
CAV2 y para el hexén del hAd.

Para la realizacion de la RT-PCR se prepard una mezcla que contenia:

- 1-2 ul de muestra (DNA a cuantificar).

-5 ul de Premier Extaq 2x (Takara) o de Master SYBR Green.

- 0.3 pl de cada uno de los cebadores o 1 ul en el caso del SYBR Green.
- 0.1 ul de sonda tagman (para sonda Tagman).

- 2.3 pl de agua o 2 pl para reaccion con SYBRGreen.

La secuencia de los cebadores y las sonda utilizadas se detallan en la tabla 5. Todas las
reacciones de RT-PCR se realizaron utilizando el termociclador LightCycler v2.0 (Roche
Molecular Biochemicals), junto con un programa de analisis de los resultados LightCycler
software v4.05.
Las condiciones de amplificacién que se utilizaron fueron:

- Un ciclo de desnaturalizacion: 10 min a 952C

- 40 ciclos de amplificacion: 15 seg a 952C, 1 min a 602C (reacciones Tagman)

- 40 ciclos de amplificacion: 10 seg a 959C, 20 seg a 662C, 7 seg a 72°C (reacciones

SYBRGreen).

- 1 ciclo de fusion: 10 seg a 952C, 1 min a 652C (reacciones SYBRGreen).
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Tabla 5. Secuencia nucleotidica de los cebadores y las sondas utilizadas para cuantificar
genomas virales por RT-PCR

Secuencia nucleotidica

CAV670F 5’- TGTGGGCCTGTGTGATTCCT -3’

CAV738R 5’- CCAGAATCAGCCTCAGTGCTC -3’

CAV-Sonda tagman FAM-CTCGAATCAGTGTCAGGCTCCGCA-TAMRA
Ad18852 5’-CTTCGATGATGCCGCAGTG -3’

Ad 18918 5’- GGGCTCAGGTACTCCGAGG-3’

hAd-Sonda tagman FAM-TTACATGCACATCTCGGGCCAGGAC -TAMRA
AAV26MF 5-CACCATCTGTTTGGGC-3’

AAV26MR 5’-CCCTCCTCCCACCAGATCAC-3’

5.3. Determinacidn de las particulas virales funcionales (tu/ml) por tincion del hexon

Este protocolo se basa en el recuento del nUmero de células positivas para la inmunotincidn
de la proteina viral del hexdn en una monocapa de células infectadas con diluciones seriadas
del virus. Permite determinar el numero de particulas funcionales, o unidades de
transduccion (tu), de stocks virales purificados y de extractos celulares.

Se preparan por triplicado un banco de diluciones 1/10 del stock viral en placas de 96
pocillos -utilizando el medio de cultivo como medio de dilucién- en un volumen final de 100
pl. Se agrega una suspension celular de DkCre (titulacion CAV) o HEK293 (titulacién hAd) a
razén de 80.000 células por pocillo. Después de una incubacién a 372C durante 24h (CAV) o
36h (hAd) se procede a la inmunodeteccién. El medio de cultivo se retira y las células se
dejan secar durante 5 min. Para fijar las células, se agregan 100 ul por pocillo de metanol frio
y se dejan 30 min a -202C. Posteriormente, se realizan tres lavados con una solucién de PBS™
1% BSA. La adicion de iones bivalentes, como el calcio y el magnesio, ayudan a prevenir el
desprendimiento de las células de los pocillos y el BSA actia como solucidon de bloqueo.
Posteriormente, las células se incuban con un anticuerpo primario antihexén (2Hx-2, ATCC)
dilucién 1:5 durante 1-2 horas a 372C. Se realizan nuevamente tres lavados con solucion de
PBS™ 1% BSA. Se incuba con el anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo Alexa
488 (Invitrogen) diluido 1:500 en PBS™ 1% BSA durante 1-2 horas a 372C en oscuridad.
Después de tres lavados mds, se determina el titulo funcional viral mediante el recuento de
las células positivas con la ayuda de un microscopio de fluorescencia. El titulo viral, nimero
de unidades de transduccién por ml, se calcula con la siguiente férmula:

media del recuento decélulas positivas

TU/ml =
100 4

x factor de dilucién x 1000 pl

Para el virus CAVGFP no fue necesario realizar la tincidon del hexdn, ya que al contener la
proteina GFP, se realizé6 directamente el contaje de las células positivas. El titulo viral se
determiné de la misma manera.

6. Técnicas con Virus Adeno-asociados

Los Virus Adeno-asociados (AAV), son virus defectivos. Para su replicacion necesitan del
aporte de ciertos genes de otros virus helper. El Ad es el virus helper mas comun. Para la
produccién de AAV es necesario transfectar células HEK293 con al menos dos plasmidos. Por
un lado el plasmido que contenga el genoma del AAV. En este caso y a diferencia de lo que
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pasaba con los Ad, no es necesario liberar el virus previamente. Por otro lado, se debe
transfectar un plasmido que contenga los minimos genes necesarios para la produccién del
AAV, en este caso, lo llamaremos pldsmido helper. Los genes imprescindibles para la
generacion de los AAV son E1A, E2A, E4orf6 y las unidades de transcripcién VA RNA (Janik et
al,, 1981; Lai et al, 2002; Weindler and Heilbronn, 1991), también se han descrito
procedimientos incluyendo Unicamente el gen E4orf6 (Allen et al., 2000), ademds en ciertas
condiciones de estrés celular los AAV pueden llegar a generarse solos.

6.1. Generacion de extractos celulares de AAV2 y AAV6 a pequeiia escala

Tal y como se indica anteriormente, para la generacidn de los AAV, se transfectan HEK293
con dos plasmidos mediante la técnica del fosfato calcico, previamente explicada. Ambos
plasmidos seran transfectados a la vez: el pldsmido que contiene el genoma del AAV2
(psub201) o el que contiene el genoma del AAV6 (pAAV6; cedido amablemente por el Dr
Trempe, Departamento de Bioquimica y Biologia del Cancer, Universidad Médica de Ohio,
USA) conjuntamente con un plasmido que contiene los genes helpers (cedido amablemente
por el Dr Chillén, Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular, universidad Auténoma
de Barcelona). En este caso no se observa el efecto citopatico caracteristico de los
adenovirus ya que los AAV no inducen cambios morfolégicos tan evidentes. A las 48-72
horas post transfeccion se recogen los extractos celulares tal y como se ha descrito
anteriormente para los Ad. Estos extractos se cuantifican mediante RT-PCR tal y como se ha
descrito anteriormente.

6.2. Generacion y purificacion del AAV6 a gran escala

Para realizar ensayos in vivo fue necesaria la amplificacién y purificacién del AAV6. La
amplificacién y purificacidn del virus AAV6 se realizé en la Unidad de Produccién de Vectores
en el Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG) de la Universidad
Autonoma de Barcelona.

Para ello y de manera similar a la anterior (generacién a pequefia escala), se generé el AAV6
por transfeccion pero utilizando en este caso un gran numero de placas de mayor tamano
(150mm). La purificacién se llevd a cabo mediante un gradiente de lodixanol descrito por
Zolotukhin et al. (Zolotukhin et al., 1999). La titulacién se realizé por RT-PCR tal y como se ha
descrito anteriormente.

6.3. Deteccion de Virus Adeno-asociados en extractos celulares y purificados de
Adenovirus

Debido a la naturaleza dependiente de los AAV, estos han sido detectados en mas de un 65%
de los stocks de Ad de la ATCC. Una vez empezamos a trabajar con ellos debimos hacer
controles de contaminacién rutinarios en nuestros stocks de Ad. Para la determinacion
cualitativa de AAV, tanto en extractos celulares de adenovirus como en extractos obtenidos
por purificacion en gradientes de CsCl, se utiliza la reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) con unos cebadores especificos previamente descritos (Katano et al., 2004).

La presencia o no de AAV se determina en funcion o no de la amplificacion de un fragmento
especifico de 1.5Kb.
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7. Técnicas utilizadas para la caracterizacion de adenovirus

7.1. Obtencion del DNA viral

El DNA viral se obtuvo a partir de tres muestras de partida diferentes: a partir del
sobrenadante de las células infectadas, a partir de las células infectadas y finalmente a partir
de los virus purificados. A continuacién se describen los tres procedimientos utilizados vy las
indicaciones de uso para cada uno de ellos.

7.1.1. Obtencion del DNA de adenovirus a partir del sobrenadante de células infectadas
Se parte de 340 ul del sobrenadante de células infectadas a los que se agregan para un
volumen final de 400 pl:

- 16 pl EDTA 0.5M pH 8.0 (20 mM final).
- 20 ul SDS 10% (0.5% final).
- 8 pul poteinasa K 10 mg/ml (0.2 pg/ul final).

La mezcla se incuba durante 2 horas a 562C. La proteinasa K con ayuda del SDS degrada la
capside proteica y el EDTA interviene como agente protector del DNA liberado. La mezcla se
deja atemperar, el DNA se extrae con fenol:cloroformo y se precipita con etanol 100% al 2%
de acetato sédico. Finalmente, el precipitado de DNA se resuspende en 25 ul de agua
bidestilada.

7.1.2. Obtencidn del DNA de adenovirus a partir de células infectadas (Hirt’s)

Este procedimiento se utiliza para la criba de clones después del ensayo de calvas. No es
necesario disponer del vector purificado y permite la obtenciéon de una cantidad suficiente
de DNA para hacer el andlisis de restriccion y de secuenciacién.

Brevemente, se infectan células DkCre 6 HEK293 sembradas en placas de 100 mm de
diametro al 80% de confluencia. Cuando el efecto citopatico es completo, se recogen las
células infectadas y el sobrenadante en un tubo de 15 ml, tipo falcon. La suspension celular
se centrifuga 5 min a 750-1000g, se retira el sobrenadante y el precipitado celular se
disuelve en 1.5 ml de PBS, traspasandolo a un tubo tipo eppendorf. Las células se
centrifugan 5 min a 750-1000g. El sobrenadante se retira y el precipitado celular se disuelve
en 350 ul de agua bidestilada y se le afiaden 350 pl la solucién Hirt’s 2X (10 mM Tris pH 8.0,
20 mM EDTA, 1.2% SDS y 200 pg/ml de proteinasa K). Se incuba a 562C durante una hora. Se
agregan 200 ul de NaCl 5M (final 1M) gota a gota en agitacion continua sobre un vortex. Se
deja a 42C entre 8 a 16 horas hasta que aparece un precipitado blanco, que corresponde al
DNA celular. Para eliminar el DNA celular, la suspension se centrifuga durante 30 min a
16.000-18.000g a 4°C. Se recoge el sobrenadante y se digiere con RNAsa a concentracién
final de 100 pg/ul. Se deja incubar a 37°C durante una hora. Se extrae el DNA con
fenol:cloroformo y se precipita con etanol 100% con acetato sédico al 2%. Finalmente, el
DNA se disuelve en 25 ul de agua bidestilada o Tris-EDTA (TE) pH 8.0.
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7.1.3. Obtencion del DNA de adenovirus a partir de virus purificado

Este procedimiento se realizd para corroborar la correcta identidad de los adenovirus que
fueron purificados en el marco de este trabajo. El material de partida fueron virus
purificados. A 2x10'° particulas virales, que corresponden a 1pg de DNA, se le agregan:

EDTA pH 8.0 (16l 0.5M).

SDS (20ul 10%).

Proteinasa K (8l 10mg/ml).

TE pH 8.0 hasta un volumen final de 400pl.

La mezcla se incuba a 562C durante 2 horas. A continuacidn, se realiza una extraccidon con
fenol:cloroformo del DNA y se precipita con etanol 100% con acetato sédico al 2%. El
precipitado de DNA se disuelve en 25 ul de agua bidestilada o TE pH 8.0.

7.2. Digestion con enzimas de restriccion y secuenciacion del DNA de adenovirus

Ambas técnicas se utilizaron para comprobar la identidad de los adenovirus recombinantes a
partir del DNA viral, tanto si fueron obtenidos a partir de las células infectadas o a partir de
los virus purificados.

7.2.1. Digestion con enzimas de restriccion

Se parte aproximadamente de 500-800 ng de DNA viral obtenido a partir de las células
infectadas o de los virus purificados y se afade: 1 unidad de enzima de restriccién, el
tampodn adecuado a la enzima proporcionado por la misma casa comercial 10x y agua
bidestilada hasta un volumen final de 20 pl. Para la mayoria de las enzimas de restriccién se
dejo que la reaccion de digestion tuviese lugar durante 2 horas a 379C. Los fragmentos de la
digestion se resolvieron en conjunto con el DNA del vector no modificado como control y
con un marcador de peso molecular comercial en geles de agarosa al 1% en Tris Acetato-
EDTA (TAE).

El patron de digestion del DNA viral nos permitié hacer una valoracion de la integridad del
genoma viral.

7.2.2. Reaccion de secuenciacion

Para la secuenciacion del DNA viral se parte de 100 ng del DNA viral y se agregan 5 pl de la
mezcla de secuenciacién 3.1 de la casa comercial Applied Biosistems, 5 ul del tampdn de
secuenciacion 2x (contiene los ddNTPs marcados con un fluorocromo diferente) y 3.2 pmols
del cebador (Tabla 6). Se afiade agua bidestilada hasta un volumen final de 10 pl.

Las condiciones de la reaccion de secuenciacion son:
- 24 ciclos de 30 segundos a 962C.

- 15 segundos a 509C.
- 4 minutos a 60°C.
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Las reacciones de la secuencia se analizaron con un secuenciador automatico del Servicio de
Secuenciacion y Gendmica del Servicio Cientifico de la Universidad de Barcelona.

Tabla 6. Secuencia aminoacidica de los cebadores utilizados para la secuenciacidon de Adenovirus

Secuencia aminoacidica

CAV277 5-TGCCAGTTCCTCCACGCCTAAT-3’
CAV2RGDseq 5-GGGGAGAAAAGCCCTGGGGC-3’
CAV2E4R 5-GGTTTTGTTGAGATTACCG -3’
CAV2PH20 5’-CCTCTGGGCCTGGAATGCC -3’

8. Ensayos in vitro con adenovirus recombinantes

8.1. Ensayo de comparacion del tamafio de calvas de los adenovirus humanos
coinfectando o no con AAV

Para este ensayo se hizo una modificaciéon al protocolo normal de ensayo de calvas
(aislamiento de clones). Al necesitar que una misma células estuviera coinfectada por un
hAd y por un AAV, fue necesario infectar primero las células y posteriormente sembrarlas
encima de una monocapa para que formasen las calvas. Para ello se infectan monocapas de
A549 con hAd5 o ICOVIR15 (50m.o.i.) o hAd5 o ICOVIR15 (50m.o.i.) mas AAV2 6 6 a
1000vp/célula. Pasadas 4 horas se lavan las células con PBS y se tripsinizan. Se cuentan las
células en una cdmara de Neubauer y 50 células de cada una de las condiciones de infeccién
se siembran en una monocapa no infectada de A549 previamente sembrada en placas de 6
pocillos. Pasadas 4 horas se elimina el medio y se cubre la monocapa con una mezcla 1:1 de
DMEM 5% FBS y 1% agarosa atemperado. Cuando la agarosa ha solidificado, se cubre con 2
ml de medio fresco al 5% de FBC. Para el estudio del tamafo de calvas, las monocapas se
tinen con MTT (0,5mg/ml de bromuro de 3-(4,5-dimetietiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium;
Sigma-Aldrich, St Louis, MO) a 372C y 5%CO, durante 4 horas.

8.2. Ensayos de infectividad de los adenovirus caninos

Para comprobar si el motivo RGD insertado en la fibra del Ad canino serotipo 2 (CAV2)
proporcionaba alguna ventaja en términos de infectividad sobre la fibra salvaje del CAV2, se
sembraron 80.000 células (Abrams 6 D17) 6 30.000 células (17CM98 6 CML1) en pozos de
96. Pasadas 24 horas se infectan por triplicado con diluciones seriadas % de CAV2 o
CAV2RGD empezando con 1000 particulas virales por célula. Pasadas 24 horas después de la
infeccion se elimina el medio mediante aspiracion y se realiza una tincién del hexoén tal y
como se ha explicado anteriormente. Las células infectadas que expresaban proteina del
hexdn se cuentan por triplicado en la misma dilucién para ambos virus en pozos con un
numero de células positivas entre 20 y 100.
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8.3. Ensayo de produccién y liberacidn viral de los adenovirus

Con el objetivo de realizar los ensayos de produccién y liberacidon viral, se siembran un
numero conocido de células en placas de 24 pocillos y 1 ml de medio, para que en el
momento de la infeccién las células se encuentren en un 80% de confluencia. Para la
infeccion de las células, se retira el medio por aspiracion y se infecta por triplicado con 300
ul de las soluciones virales previamente preparadas. Las soluciones virales se preparan en
unidades de transduccién por célula (TU/célula o m.o.i.), de manera que se infecten el 100%
de las células sin llegar a causar toxicidad. El nUmero de m.o.i. necesarias para alcanzar un
100% de infeccion dependid de cada linea celular utilizada: HEK293 5 m.o.i.,, A549 y NP9 20
m.o.i. y las lineas caninas DkCre a 10 m.o.i., D17 y CML1 a 20 m.o.i., Abrams y 17CM98 a 30
m.o.i. y DEK'a 8 m.o.i.

Las células se incuban con la solucién viral durante 4h a 3729C. Pasado este tiempo, se retira

el medio de infeccidon por aspiracion, se lavan las células 3 veces con PBS para eliminar el
virus sobrante y se afiade medio nuevo. El sobrenadante y el extracto celular total
(sobrenadante mas células) se recogen a diferentes horas post infeccidn. A tiempos cortos,
el virus detectado en la muestra corresponde al virus sobrante de la infeccién. Las muestras
recogidas a tiempo final cuantifican la cantidad de virus producido y el porcentaje de virus
liberado al sobrenadante.

Una vez recogidas las muestras, se realizan tres ciclos de congelacién y descongelacién de
los extractos celulares con el objetivo de lisar las células y liberar el virus al medio de cultivo.
Los extractos celulares se centrifugan a 750-1000g durante 5 min para posteriormente titular
los sobrenadantes libres de células a través de la técnica de tincién del hexdn. Las muestras
de sobrenadante se titulan directamente sin necesidad de realizar ciclos de congelacién y
descongelacién o centrifugacion.

8.4. Analisis de la citotoxicidad

El andlisis de la citotoxidad de los virus replicativos se basa en la medida de la viabilidad
celular después de la exposicion de las células al virus, que en este trabajo fue determinado
a través de varias técnicas: el recuento de células viables mediante tincién con el colorante
azul de Tripano, mediante la liberacion de Lactato deshidrogenasa (LDH), comparando su
morfologia y mediante el andlisis de la proteina total remanente en el pocillo después de Ia
infeccion viral y del andlisis de la actividad mitocondrial.

8.4.1. Recuento celular y cuantificacion de los niveles de LDH

Estas técnicas se utilizaron para comparar la citotoxicidad de ICOVIR15 coinfectando o no
con AAV6 en una sola ronda de replicacién. Para realizar estos ensayos se infectan
monocapas de A549 con ICOVIR15 (50m.o.i) coinfectando o no con AAV6 (1000vp/célula)
sembradas previamente en placas de 6 pocillos. Pasadas 4 horas se hacen tres lavados con
PBS y se aflade medio nuevo libre de virus DMEM 5% FBS a 372C y 5% CO2. A los tiempos
deseados se recogen muestras de sobrenadante para analizar los niveles de LDH. El analisis
se realizd en el Servicio de Bioquimica del Hospital de Bellvitge siguiendo el protocolo
establecido por la Federacion Internacional de Bioquimica Clinica. La absorbancia se lee de
340 a 700nm mediante un espectrofotémetro Cobas c711 (Roche Diagnositcs), calibrado con
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c.f.a.s. (Roche Diagnostics, ref. 759350) usando un reactivo LDH 1 Gen. 2 (Roche Diagnostics,
ref. 04964560 022).

Para el contaje de células viable mediante el colorante azul de Tripano, se recupera los
sobrenadantes a los tiempos deseados, se tripsinizan las células y se combinan con los
sobrenadantes. Se diluye la mezcla 1/10 en el colorante y se cuentan las células en una
camara de Neubauer. Las células se contaron en grupos de 100 (500-600 células para cada
tiempo y condicion).

8.4.2. Morfologia celular

Para comparar la morfologia celular de las células infectadas con ICOVIR15 con o sin
coinfeccién con AAV6, monocapas de A549 en placas de 6 pocillos fueron infectadas como
en el ensayo anterior. A los tiempos deseados las células sin fijar fueron examinadas
microscopicamente y fotografiadas con un microscopio Leica DMIL LED y el programa Leica
Application Suite LAS v.2.6 (Leica, Wetzar, Germany).

8.4.3. Analisis de la proteina total

Para la determinacion de la viabilidad celular a través del andlisis de la proteina total se
utilizé el ensayo del acido bicinchoninico (BCA) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Esta
técnica combina la reduccién de iones de Cu®* a Cu® por parte de las proteinas que se
encuentren en un medio alcalino, conocida como reaccidn Biuret, junto con la elevada
sensibilidad y selectividad que tienen estos iones (Cu™) de ser detectados utilizando el 4cido
bicinchoninico. La reaccién de dos moléculas de BCA con un Cu'* generd un producto de
color violeta, cuya absorbancia se determind a una longitud de onda de 540nm.

El ensayo de citotoxicidad se realizd preparando diluciones seriadas de los stocks virales, por
triplicado, en medio de cultivo en placas de 96 pocillos. Las diluciones virales se prepararon
en un volumen final de 50 pul. La concentracidn viral de Ad en el primer pocillo para el Ad
humano ICOVIR15 fue de 200 tu/célula para las A549 y NP9, 500 tu/célula para las CMT64,
Amel 3, HAPT1 y pKlin, 1000 tu/célula para las HAPT1. En el caso de los Ad caninos fue de
2000 tu/célula para las Abrams, 17CM98 6 CML1 y 500 tu/célula para las D17. Las diluciones
seriadas realizadas fueron de 1/3 6 1/5 segun la linea. Posteriormente, se agregd 100 pl de
una suspension celular a razén de 3x10* A549 ¢ NP9, 1.5x10* Amel 3, 2x10* HP1, 3x10* pKin,
5x10% CMT64, 5x10° CML1 6 17CM98, 1x10* Abrams 6 2x10* D17 células por pocillo. Entre 5
y 8 dias después de la infeccién, dependiendo de la linea celular se procedié a la
determinacion de la viabilidad celular de cada pocillo por tincién del contenido proteico.
Brevemente, el medio de infeccién se retira y las células se lavan con PBS para eliminar el
FBS remanente del medio cultivo. A continuacidn, las células se resuspenden con 200 ul de la
solucion de BCA e incuban durante 30 min a 372C. Finalmente, se determina la absorbancia a
540 nm.

Para los ensayos con células infectadas con ICOVIR15 6 ICOVIR15/AAV6 de las lineas A549 6
NP9 las diluciones seriadas se iniciaron con 1000 células infectadas A549 6 3000 células
infectadas NP9 y se procedid de la misma manera.
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Para los ensayos donde se coinfecté con AAV6, se coinfectaron las células con ICOVIR15 tal y
como se describe anteriormente y ademads con diferentes dosis iniciales de AAV6 (400, 4000,
40000 6 400000 vp/célula).

Las curvas dosis-respuesta se presentan como la viabilidad relativa respecto al 100% de
células vivas presentes en el pocillo de células no infectadas. La determinacion de la ICsq, que
corresponde a la cantidad de virus necesario, o nimero de células infectadas necesarias,
para disminuir en un 50% la viabilidad del cultivo celular, se estima a partir de unas curvas
dosis-respuesta por regresion estandar no lineal (GraFit; Erithacus Software Ltd., Surrey,
United Kingdom) usando una adaptacion de la ecuacién de Hill.

8.4.4. Analisis de la actividad metabdlica mitocondrial

Para el andlisis de la viabilidad celular mediante la actividad metabdlica mitocondrial se
utiliza el ensayo con alamar Blue (Invitrogen). Se trata de un ensayo colorimétrico basado en
la transformacién, por parte de las células viables y su maquinaria metabdlica, de un
compuesto (Resazurin) de color azul a otro de color rojo y muy fluorescente al reducirse
(Resorufin). Midiendo la fluorescencia o la absorbancia segun se prefiera.

El protocolo es muy similar, preparando las mismas diluciones virales, sembrando el mismo
numero de células y una vez transcurridos 5-8 dias se afiade el alamar Blue en los pocillos al
10% (unos 15-20 ul por pocillo). Se deja incubar durante un periodo de 1 a 4 horas a 37°C.
Transcurrido este tiempo se lee la placa en un espectrofotémetro normal o de fluorescencia.

8.5. Analisis de la expresion de proteinas por Western blot

8.5.1. Obtencion del extracto proteico

Para obtener un extracto de proteinas adecuado para su analisis se siembran las células
A549 en placas de 6 pocillos, al llegar a un 80% de confluencia se infectan con AAV6 a
1000vp/célula, ICOVIR15 (50m.o.i.) s6lo o coinfectando con AAV6 a 1000vp/célula 6 100000
vp/célula. También se dejdé un control sin infectar. Pasadas 4 horas se retira el medio y se
incuban con medio fresco a 372C. A los tiempos deseados se recogen las muestras de
sobrenadante y las células por tripsinizacién y se mezclan. Se centrifugan a 6000 g durante 5
min. Se lavan con PBS y se vuelven a centrifugar para congelarlas secas a -802C.

En el momento adecuado se descongelan y se resuspenden las células en el tampdn de lisis
Shieh’s se deja actuar en agitacidn suave durante 45 min a 49C y se centrifugan. Se recoge el
extracto proteico en un tubo eppendorf y se congela para titularlo. El tampdn Shieh’s
contiene:

- Tris-HCI 10 mM pH 7,4 (50 pl del 1 M pH 7,5).
- NaCl 400 mM (400 pul de 5 M).

- NaF 5mM (50 ul de 0,5 M).

- Glicerol 10% (500 ul de 100%).

- EDTA 1 mM (10 pl de 0,5 M).

- Ortovanadat 1 mM (10 pl de 0,5 M).

- Nomidet P-40 0,5% (25 pl de 100%).
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- Céctel de inhibidores de proteasas 1x (100 pl de 50x Complete Mini, Roche,
Switzerland).

8.5.2. Titulacién del extracto proteico

En una placa de 96 pozos, se hace una recta patrén de concentraciones de proteina
utilizando BSA comercial de concentracidon conocida. Por triplicado se diluye el BSA en los
pozos para que queden 0, 1, 2, 3, 4y 5 ug de proteina en 160 pl. En otros pozos se hacen
diluciones por duplicado de nuestros extractos proteicos (normalmente, 5 pl y 10 pl de una
dilucién 1/10 en 160 pl). Todos estos pasos deben realizarse en hielo a 42C. A los 160 pl de
las diluciones, se les anade 40 pl del reactivo de Bradford y se mezcla sin crear burbujas.
Pasados 5 min a temperatura ambiente se hace una lectura de la DO a 595 nm. Con la
absorbancia de la recta patrén se dibuja una recta patréon que nos permitird cuantificar
nuestros extractos proteicos.

8.5.3. SDS-PAGE y transferencia a membrana

Se polimeriza un gel de acrilamida-bisacrilamida al 10-15% utilizando cristales de 1,5mm de
Bio-Rad (Hércules, California, USA). Una vez polimerizado se cargan entre 2 y 30 pg de
proteina de nuestros extractos diluidos en un tampdn de carga 6x (300 mM Tris-HCI pH 6,8,
600 mM DTT, 12% SDS, 0,6% azul de bromofenol, 60% glicerol) y hervidos durante 5 min a
1009C. También cargaremos un marcador de peso molecular de proteinas. El gel se sumerge
en un tampon de electroforesis (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS) y se deja correr
durante dos horas a 100 Vy 20 mA.

Una vez el marcador alcanza la zona deseada se procede a la transferencia de las proteinas a
una membrana de nitrocelulosa durante 1 hora a 400 mA en agitacién continua a 4¢C.

8.5.4. Bloqueo, hibridacion y deteccidn de las proteinas

Para prevenir la unién inespecifica del anticuerpo se bloquea la membrana con un tampdn
de TBS-0,05% Tween con un 5% en peso de leche en polvo. Se realizan después tres lavados
de 10 min con TBS-0,05% Tween y se incuba la membrana con el anticuerpo primario
durante toda la noche a 4°C diluido en TBS-0,05% Tween con un 1% en peso de leche en
polvo. En la Tabla 7 se indican los anticuerpos primarios utilizados. A la mafiana siguiente se
realizan tres lavados mas de 10 min y se incuba 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario diluido en TBS-0,05% Tween con un 1% en peso de leche en polvo. En
la Tabla 7 se indican los anticuerpos secundarios utilizados. Finalmente, se lava 4 veces la
membrana y se desarrolla con ECL o ECL+ de Amersham (GE Healthcare, Piscataway, Nueva
Jersey, USA) durante 1 min y se revela en una pelicula para revelar quimioluminiscencia
también de Amersham. Para la cuantificaciéon de les bandas de Western-blot se utiliza el
programa Quantity One Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados

sc-430 E1A Policlonal de conejo | SantaCruz

Ab-116D Fibra Monoclonal de ratén | Fitzgerald

Anti Ad2 E1B19K (Ab-1; | E1B19K Monoclonal de raton | Calbiochem

IF8)

Anti Ad ADP #100578 Adenovirus Death | Policlonal de conejo Dr Wold/Dra Tollefson
Protein

HRP antirabbit Anticuerpo de conejo Monoclonal de cabra | DakoCytomation

HRP antimouse Anticuerpo de ratén Monoclonal de cabra | DakoCytomation

8.6. Ensayo de actividad hialuronidasa del adenovirus canino ICOCAV17

Para medir la capacidad de ICOCAV17 de expresar hialuronidasa en forma soluble y activa se
siguidé el protocolo descrito por Gmachl y col. (Gmachl et al., 1993). Brevemente, células
DKCre fueron infectadas con 20 tu/célula de ICOCAV15 6 ICOCAV17 para conseguir un 80-
100% de infeccion. Pasadas 4 horas, se elimina el medio y se afade medio nuevo libre de
virus. Pasadas 48 horas un volumen de solucién de acido hialurénico (3mg/ml) se afiade al
medio celular y se incuba a 372C. A los tiempos deseados (0, 1, 2, 3 y 4 horas), se recogen
alicuotas, se hierven 5 min y se centrifugan para eliminar los restos celulares. Se afiaden 5
volumenes de Acetato Sddico 0.1% BSA para precipitar el acido hialurdnico y pasados 10 min
se lee la absorbancia a 600nm. Para tener una referencia se utilizaron 4 muestras con
concentraciones conocidas de hialuronidasa purificada (400, 40, 4 y 0.4 Ul/ml).

8.7. Biodistribucion de los adenovirus caninos en sangre de ratén

Primeramente se extrajo la sangre de varios ratones (ver apartado mas abajo). La sangre
extraida de cada raton (1 ml aprox.) se pasa a tubos con citrato (0.05M) para evitar su
coagulacidon. Una vez obtenida suficiente sangre para el ensayo, ésta se divide en tres tubos.
Cada muestra se pone en contacto con 1x10° particulas virales de CAV2 o CAV2RGD o con
PBS a modo de control. Se deja en agitacion durante una hora a 379C y se procede a separar
las fases.

Primero se centrifuga a muy bajas rpm (800 rpm - 10 min) para precipitar las células
(glébulos rojos y blancos) y dejar una fraccion con el plasma y las plaquetas. Esta fase con el
plasma y las plaquetas se centrifuga a 5000rpm 4 min para precipitar las plaquetas. El
precipitado celular se resuspende en PBS citrato 0.01M vy se diluye 1:2 en HBSS para que el
gradiente se forme correctamente. Después se afiade el ficol en un tubo de 15 ml, tipo
falcon, y con mucho cuidado se afiade el mismo volumen de la mezcla de sangre/HBSS
evitando su mezcla con el ficol. Se centrifugan los tubos durante 40 min a 300g y se elige la
opcién de NO BRAKE para que no se deshaga el gradiente de ficol.
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Plasma

Glébulos blancos

Ficol

Figura 2. Gradiente de ficol. La fotografia muestra un tubo de 15 ml después de la
Eritrocitos centrifugacion en gradiente con ficol (Obtenido de Dr Tunku Kamarul, University of

Malaya).

Una vez formado el gradiente recogeremos los glébulos blancos y eritrocitos por separado.
Las fases que se obtienen por precipitacidn (plaguetas y eritrocitos) se resuspenden en PBS.
De cada una de las fases se extrae el DNA total mediante el Kit QlAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN). Mediante real-time PCR se cuantifica la cantidad de Ad presente en cada una de
las fases con un LightCycler480 de Roche siguiendo el protocolo explicado previamente.

8.8. Biodistribucion de los adenovirus caninos en sangre de perro

En este caso se obtuvo la sangre de un paciente canino del Hospital Clinico Veterinario
(fundacio hospital clinic veterinari, fHCV) de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB).
La sangre se recogié en tubos con citrato y se procedid de manera similar a la anterior
excepto porgue en este caso la sangre no se diluyd 1:2 con HBSS antes de realizar el
gradiente de ficol.

9. Técnicas utilizadas en los ensayos in vivo en ratones con adenovirus recombinantes

Cepas de ratones utilizadas y condiciones de estabulacion

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratones inmunocompetentes de la cepa
Balb/C para los ensayos de toxicidad y atimicos Balb/C nu/nu para los ensayos de eficacia. En
todos los casos los animales fueron de 4-8 semanas de edad con un peso de 20-30 gramos.
Los ratones se mantuvieron estabulados a una temperatura controlada de entre 22-242C con
ciclo de luz/oscuridad de 12h y una dieta estandar de agua y de comida ad libitum.

La manipulaciéon y la estabulacion de los animales se realizé en las instalaciones del I’'DIBELL
(AAALAC, unidad 105) de acuerdo a las recomendaciones de la federacién FELASA
(Federation of European Laboratory Animal Science Associations) para el correcto
tratamiento y uso de los animales de laboratorio y bajo la aprobacién del comité ético de
experimentaciéon animal del Instituto de Investigacién Oncolégica-IDIBELL.

9.1. Implantacion subcutdnea de células tumorales en ratones

Las células tumorales se siembran en placas de cultivos de 150 mm de didmetro y se
mantienen en condiciones habituales de cultivos in vitro. En el momento de la implantaciodn,
las células se tripsinizan, se cuentan, se lavan con PBS y se diluyen en el volumen de PBS
necesario para la implantacién del nimero de tumores deseado en un volumen final de 150-
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200 pl por tumor. El nimero de células implantadas por tumor varia entre 2x10° y 5x10°
segln la linea implantada.

La implantacidn de los tumores se realiza mediante la inyeccion subcutanea de 150-200 pl
de la suspension celular en los flancos posteriores de los ratones, generando asi dos tumores
por ratén. La inyeccidn subcutanea se realiza con una jeringa hipodérmica con una aguja de
29G. Después de la implantacion se hace un seguimiento del crecimiento tumoral por
palpacion. Las dos dimensiones palpables de los nddulos tumorales se midien con un pie de
rey y el volumen de cada tumor se calcula mediante la férmula:

Volumen (mm?®)= A x B? x (T]/6)
Donde, A corresponde a la dimensién mayor y B a la dimensién menor, ambas en mm.

Cuando los nddulos tumorales alcanzan un volumen de entre 100-150 mm?, los ratones se
distribuyen al azar en grupos experimentales. Los grupos experimentales se constituyen de
10-12 tumores/grupo.

9.2. Administracion de virus
La administracion in vivo se realizé siempre a partir de stocks de virus purificados en PBS.

9.2.1. Inyeccion intratumoral

Para la inyeccién intratumoral de virus (Ad y AAV) en ratones se preparan stocks a
concentraciones de 2 x 10™ particulas virales (vp) de AAV6, 2 x 10° vp de ICOVIR15 6 2 x
10" vp de AAV6 y 2 x 10° vp de ICOVIR15 en un volumen de 20ul en PBS o en el caso de los
Ad caninos de 1x10 particulas virales en un volumen de 20 ul por tumor. La administracién
se realiza con una jeringa Hamilton, con una aguja de 25 mm de longitud y 33G.

9.2.2. Inyeccion sistémica de adenovirus caninos en ratones

Para la administracion sistémica de los Ad caninos se prepara una dilucién a una
concentracién de 1x10' vp en un volumen de 200 pl en PBS. La inyeccidn se realiza con
agujas hipodérmicas de 29G. La administracién endovenosa se realiza por cualquiera de las
dos venas laterales de la cola del ratdn.

10. Obtencion de muestras y procesamiento

10.1. Obtenciéon de muestras de sangre y suero

En ratones la extraccidon de sangre se realiza por puncidn intracardiaca después de sacrificar
al animal en una cdmara de CO,, siempre como un procedimiento terminal. La obtencién de
sangre se realiza con una aguja hipodérmica de 25G.

Las muestras de sangre se obtienen en tubos con EDTA para el andlisis del hemograma, con
heparina para el anadlisis de la analitica bioquimica, o bien sin anticoagulante para la
obtencion del suero. El suero se obtiene realizando una centrifugaciéon a 1000-1500g
durante 15 min a temperatura ambiente y se conserva a -802C.
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Los analisis de bioquimica, hemograma y pruebas de coagulaciéon se realizaron en el Servicio
de Hematologia o Bioquimica Clinica Veterinaria, de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Autonoma de Barcelona.

10.2. Obtencion de tumores y drganos

Para la obtencidn de tumores y érganos en el caso de los ratones, estos se sacrificaron en la
camara de CO,. Se separa del tejido conectivo con la ayuda de material quirdrgico. A
continuacion se lavan con solucién salina y se dividen por la mitad con una hoja de bisturi o
se divide la muestra total en dos. Una mitad se fija en formaldehido al 4% durante 16h, para
su posterior inclusién en parafina, y la otra se incluye en OCT.

En perros las muestras se obtuvieron en el momento de la necropsia realizada en las
instalaciones del Servicio de Diagnostico de Patologia Veterinaria, de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Autonoma de Barcelona. Se fijaron con formaldehido al 4%
durante 16h, para su posterior inclusién en parafina y también se congelaron muestras de
tumor a -802C hasta el momento de su procesamiento.

10.3. Inclusion de tejidos en parafina

La fijacion e inclusidon de los tejidos en parafina permite conservar la morfologia de los
tejidos y les confiere consistencia para permitir realizar cortes histolégicos suficientemente
finos como para ser examinados al microscopio. Para permitir que la parafina penetre en el
tejido, primero de todo es necesario deshidratarlos mediante una bateria de alcoholes
etilicos de graduacion creciente.

Brevemente, los tejidos se lavan con solucidn salina para eliminar el fijador y se sumergen
durante 1h en etanol 70%, durante 2h en etanol 96% y toda la noche en un etanol 96%
nuevo. Al dia siguiente se pasan por una bateria de 3 etanoles al 100% (1h 30 min en cada
etanol) y finalmente se sumergen en xilol durante 1h y 30 min. Una vez deshidratados se
sumergen durante toda la noche en parafina liquida en una estufa a 652C y al dia siguiente
se incluyen en los bloques. Para realizar los bloques se utilizé un aparato que mantiene la
parafina liquida a 602C y tiene un dosificador que permite rellenar los moldes, junto a una
placa que estd a una temperatura de 42C y permite la solidificacién homogénea de los
bloques.

10.4. Inclusién de tejidos en OCT

La inclusidn de tejidos tumorales en OCT se realiza en el mismo momento de la obtencion de
las muestras. Los tumores se colocan en moldes Criomold (Tissue Tek Sakura) donde
previamente se agrega una capa de matriz crioprotectora OCT (Tissue Tek Sakura) y se
congelan rapidamente en nieve carbdnica. Las muestras se guardan a -802C hasta el
momento de su procesamiento.
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11. Técnicas histologicas

11.1. Obtenciodn de cortes histolégicos

Los cortes se colocan en portaobjetos previamente tratados con Poly-L-lisina (Sigma), con tal
de aumentar la adherencia de las muestras. Este tratamiento consiste en sumergir los
portaobjetos 5 min a temperatura ambiente en una solucidn de Poly-L-lisina al 0,5% en agua
destilada. En todos los portaobjetos realizados en el laboratorio, se pusieron al menos dos
secciones de la misma muestra para obtener duplicados.

11.2. Cortes histolégicos parafinados

A partir de bloques de parafina, previamente enfriados a -202C, se obtienen cortes de 4 um
de grosor con un micrétomo de rotacién. Una vez cortados, las secciones de tejido se
colocan en un bafio de agua destilada caliente (422C) para conseguir su maxima extension.
Los cortes se recogen del bafio con un portaobjeto poly-L-lisinado y se dejan secar a 372C 30
min.

11.3. Inmunohistoquimica en cortes parafinados

En este trabajo se realizaron dos tipos de inmunohistoquimicas en cortes de tejidos
parafinados de tumor: para detectar adenovirus y para detectar la presencia y distribucién
de acido hialurdnico (HA). El protocolo utilizado en ambos fue similar, variando el anticuerpo
o método utilizado para la deteccién (Tabla 8), la degradacién previa de muestras del HA
mediante hiaulorinadasa para obtener un control negativo y pequenos cambios que se citan
en el protocolo. En todos los casos las incubaciones se realizan en cadmaras humedas sin
permitir nunca que los tejidos se secaran; todas las soluciones se prepararon en el momento
de su uso. El protocolo utilizado se detallada a continuacién:

Tabla 8. Anticuerpo primario y secundario y proteina de unidén al acido hialurénico utilizados en las
inmunohistoquimicas.

Ab6982 Proteinas capside Policlonal de 1/100 Abcam

viral conejo
B-HABP Acido hialurénico - Sug/ul Seidagaku, USA
Envision+System- Anticuerpo de Monoclonal de Puro DakoCytomation
HRP antirabbit conejo cabra

- Desparafinacion de las muestras. Las muestras se desparafinan por incubacion de las
secciones durante toda la noche a 372C o durante 2h en la estufa a 652C. Para la deteccion
de HA se incuban por inmersidn 3 veces 7 min en xilol 100% y 2 veces 2 min en etanol 100%.
Para detecciéon de Ad se incuba por inmersidn durante 5 min en una bateria de cuatro
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xiloles, durante 5 min en una bateria de tres etanoles 100% y durante 5 min mas en una
bateria de tres etanoles de 96% y un etanol 70%. Posteriormente, las muestras se lavan por
inmersién una vez en agua durante 5 min.

- Inhibicién de las peroxidasas endégenas y rehidratacién de las muestras. Las peroxidasas
enddgenas se inhiben sumergiendo las muestras en perdxido de hidrégeno al 0.3% en agua
desionizada (en metanol para HA) durante 10 min. Posteriormente, las muestras se lavan
por inmersién en agua durante 5 min y luego 3 veces en PBS pH 7.4 durante 5 min.

- Digestion de los controles negativos con hialuronidasa (Deteccidn del acido hialurdnico).
Una de las secciones de cada portaobjetos se cubre con una soluciéon de hialuronidasa
(Sigma H3632), a una concentracién de 20U/ml en PBS. La otra seccion se cubre con PBS, y
las muestras se incuban en una camara humeda durante 1 h a 372C. Posteriormente las
muestras se lavan por inmersion 3 veces en PBS pH 7.4 durante 5 min.

- Exposicion antigénica (inmunohistoquimica de Ad). Los tejidos se permeabilizan con
tampon citrato sédico 1x pH 6 en una olla a presién a maxima temperatura durante 2 min.
Posteriormente, las muestras se lavan por inmersion una vez en agua durante 5 min y luego
3 veces en PBS pH 7.4 durante 5 min.

- Bloqueo. Las muestras se cubren con una solucion al 10-20% de suero de caballo en PBS y
se dejan en incubacién en una camara humeda durante 1-2h a temperatura ambiente.

- Inmunodeteccién. Para proceder a la inmunodeteccion la solucion de bloqueo se retira y
las secciones se cubren con una solucién del anticuerpo primario diluido en PBS o de la
proteina de unién al HA B-HABP a 5ug/ml en PBS 0.1% BSA. La incubacidn se realiza durante
toda la noche a 49C. Al dia siguiente las muestras se temperan durante 30 min y se lavan 3
veces con PBS + 0.2% Triton 100 o PBS para el HA durante 5 min. A continuacidn, los tejidos
se cubren con Envision System-HRP durante 30 min para la deteccién de Ad o con el
complejo ABC (Avidina-Biotina-Peroxidasa; ABC KIT PK-4000, Vectastin) siguiendo las
instrucciones del fabricante para la deteccion del HA.

- Revelado. Las muestras se lavan 3 veces mas con PBS + 0.2% Triton 100 durante 5 min. Para
el HA PBS y 5 min méas en TBS. A continuacidén, las secciones se cubren con el sustrato
cromogénico D.A.B. (Dako Cytomation K3468; tiempo variable seguin tincién 15s-2min),
hasta la aparicién de un precipitado marrén. La reaccién se detiene sumergiendo las
muestras en agua del grifo durante 10 min o TBS para el HA mas agua del grifo.
Posteriormente, las muestras se contratifien con el colorante de nucleo hematoxilina
durante 1-2 min. Las muestras se lavan durante 10 min con agua del grifo y se rehidratan en
una bateria de etanoles de graduacion creciente: 2 min en etanol 70%, tres veces durante 2
min en etanol 96%, tres veces durante 2 min en etanol 100% y cuatro veces durante 5 min
en xilol. Finalmente, las muestras se montan con un medio de montaje DPX (VWR
Internation td. Prod 360294H).
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12. Tratamiento de pacientes caninos con ICOCAV17

12.1. Pacientes

Los pacientes escogidos para este estudio presentaban tumores sélidos, refractarios a las
terapias convencionales o con mal prondstico bajo el tratamiento con los protocolos de
rutina. Los criterios de inclusién fueron: tumores soélidos accesibles, refractarios o con mal
prondstico y ausencia de disfunciones graves de drganos. Los criterios especificos de
exclusién  fueron:  animales  inmunosuprimidos, con enfermedad hepatica
(Hiperbilirrubinemia, elevacién de enzimas hepaticos de tres o mas veces), trombocitopenia
(<1x10°PIt/ul), hematocrito <25%, o problemas cardio-respiratorios.

Las biopsias diagndsticas fueron realizadas en el Servicio de Diagnostico de Patologia
Veterinaria, el andlisis del hemograma en el Servicio de Hematologia Clinica Veterinaria y la
analitica bioquimica en el Servicio de Bioquimica Clinica Veterinaria de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona.

12.2. Protocolo con ICOCAV17

La terapia con ICOCAV17 fue aprovada por el Departamento de Medicina Interna de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona. Se obtuvo un
consentimiento informado de los propietarios de los pacientes.

En el momento de administrar el virus los pacientes fueron aislados en una sala de
aislamiento aprobada para la administracion de vectores del Hospital Veterinario. Los
animales se mantuvieron en aislamiento durante cuatro dias como minimo. Para la
administracion del virus los tumores fueron divididos en cuadrantes y la dosis se distribuyé
equitativamente. Todos los pacientes recibieron una sola dosis intratumoral de 1x1012vp de
ICOCAV17 diluido en 1 mililitro de PBS estéril. La administracidon se realizé con una aguja
hipodérmica de 21G, en varios puntos del tumor.

Cuando fue necesario, bajo criterio veterinario, se anestesid a los pacientes mediante
anestesia general o sedacién y anestesia local. En el Caso | y Il, no se aplicd ningun
tratamiento concomitante, solamente se administraron antibidticos y tratamientos paliativos
no relacionados con el caso. En los Casos lll y IV, se administré el virus de manera
concomitante con el inhibidor de Tirosinasa, Toceranib. El paciente V no se tratd con
guimioterapia concomitante pero la cirugia para eliminar el tumor fue incluida en el
protocolo, y el virus fue administrado a modo de terapia neoadyuvante.

12.3. Monitorizacidn clinica de los perros

Los pacientes se monitorizaron diariamente durante los tres dias postadministracion.
Actitud, apetito, temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria y estado del tumor fueron
revisados cada 8 horas. Los analisis bioquimicos, hematolégicos, las pruebas de coagulacién
y la recogida de muestras (orina, saliva, sangre y heces) se realizaron una vez al dia. Después
de la hospitalizacion de los primeros dias, los pacientes acudieron a revisiones segun la
disponibilidad de sus propietarios. En el Caso lll, el paciente se mantuvo en observacion y
aislamiento durante todo el proceso debido al estado delicado de salud que presentaba
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(desordenes hematoldgicos) y a la evidente lisis tumoral desde dia 3. La medicién del
volumen tumoral se realizdé por pie de rey y la profundidad mediante ecografia. Los
didmetros mayores del tumor fueron medidos acorde con los protocolos RECIST (Eisenhauer
et al., 2009): respuesta completa (CR; no deteccién de tumor después del tratamiento),
respuesta parcial (PR> 30% de reduccién en la suma de los didmetros del tumor),
enfermedad estable (SD sin reduccién o aumento) y enfermedad progresiva (PD> 20% en
aumento del tumor).

12.4. Obtencion de muestras

12.4.1. Obtencidn de orina

Las muestras de orina se obtuvieron mediante sondaje vesical a los tiempos determinados y
recogidas en tubos previamente complementados con un coctel de inhibidores de las
proteasas (Amersham Pharmacia). Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 1000-
1500g durante 10 min a 42C y se descarto el pellet de células y sedimentos. El sobrenadante
se conservo a -802C hasta el momento de su procesamiento.

12.4.2. Obtencion de saliva

Las muestras de saliva se obtuvieron utilizando el sistema Salivette” (Sarstedt, Numbrecht,
Alemania). Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 1000-1500g durante 15 min vy
conservados a -802C hasta el momento de su procesamiento.

12.4.3. Obtencion de heces

Las muestras de heces se recogieron por extracciéon de muestras de la regién anal en botes
de orina estériles y se congelaron a -802C hasta su procesamiento. Una vez descongeladas,
se diluyé 1/100 peso/volumen en PBS con altas concentraciones de penicilina vy
estreptomicina para su analisis.

12.4.4. Obtencion de sangre

En perros la extraccion de sangre se realizd por puncién de la vena yugular con una aguja
hipodérmica de 21G. Las muestras de sangre fueron coleccionadas en tubos con EDTA para
el analisis del hemograma, con heparina para el analisis de la analitica bioquimica, o bien sin
anticoagulante para la obtencién del suero. El suero se obtuvo realizando una centrifugacion
a 1000-1500g durante 15 min a temperatura ambiente y se conservé a -809C.

Los andlisis de bioquimica, hemograma y pruebas de coagulacion se realizaron en el Servicio

de Hematologia o Bioquimica Clinica Veterinaria, de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Auténoma de Barcelona.

12.5. Determinacion de las particulas virales por tincion del hexén en orina, saliva y heces
La determinacién de las particulas funcionales en las muestras bioldgicas
secretadas/excretadas nos permitié valorar el potencial riesgo de transmisién del virus en el
material bioldgico liberado. Se realizd6 mediante la técnica del hexdn previamente explicada.
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12.6. Determinacion de las particulas virales por PCR a tiempo real en sangre

El ensayo se basé en la determinacion del nimero de genomas virales en una muestra por
amplificaciéon del DNA por PCR a tiempo real (RT-PCR) explicada previamente. La extraccion
del ADN gendmico de las muestras de sangre se obtuvo utilizando el kit Blood DNA Cell
Culture (Quiagen).

12.7. Ensayo de neutralizacion de anticuerpos antiadenovirus

El ensayo de la determinacién de los anticuerpos neutralizantes en suero de perros, se basa
en la inhibicion del 50% de la transduccién celular después de la exposicidon a un virus en
presencia de anticuerpos neutralizantes.

Para este ensayo las muestras de suero se incuban a 562C durante 30 min para inactivar las
proteinas del complemento. Se preparan diluciones virales, por triplicado, en placas de 96
pocillos. Las diluciones virales se preparan en medio de cultivo hasta obtener un stock final
de concentracién 1x10° tu/ml. Posteriormente se realizan las diluciones seriadas del suero
utilizando la dilucién de virus, donde el primer pocillo corresponde a una 1/10, seguida de 9
diluciones seriadas %. A un pocillo se le agrega sélo el virus sin suero (control positivo),
mientras que a otro pocillo no se le agrega virus (control negativo). Las muestras de suero se
incuban con el virus durante una hora a temperatura ambiente. Luego, se agregan 100 ul de
una suspensioén celular a razén de 5x10” células de DkCre por pocillo. Finalmente, se incuban
durante 24 horas a 379C. La determinacion del titulo de anticuerpos neutralizantes se realiza
en el microscopio de fluorescencia, donde el titulo corresponde a la dilucién donde existe un
50% de la inhibicién de la infeccion comparado con el pocillo control positivo.

13. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre grupos fueron evaluadas mediante una prueba t-Student
no apareada de dos colas. Para comparar las curvas de supervivencia entre grupos se utilizé
un test log-rank. La significancia estadistica fue determinada en p<0.05.
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Capitulo |

1. Aumento de la potencia oncolitica de los adenovirus mediante el uso de virus adeno-
asociados

1.1. Cambio de fenotipo del tamaio de calva del adenovirus salvaje (Adwt) y del
Adenovirus (Ad) oncolitico ICOVIR15 por coinfeccion con Virus Adenoasociados (AAV)

serotipo2y6

Una vez se generaron los AAV 2 y 6 por transfeccion en células HEK293, se recogieron los
extractos celulares (CE), se sometieron a tres ciclos de congelacién y descongelacién y se
cuantificaron por la reaccién de la polimerasa en cadena cuantitativa (QPCR) mediante Syber

Green.

El aumento de la citotoxicidad de los Ad por parte de los AAV se ha descrito previamente
(Timpe et al.,, 2007). El tamano de calva esta correlacionado con un aumento de la
citotoxicidad. Teniendo en cuenta ambos conceptos, quisimos ver si la coinfeccién con
ambos virus aumentaba el tamafio de calva tanto del Adwt como de ICOVIR15 en células de
carcinoma de pulmén A549. Para ello, y puesto que es necesario que la misma célula sea
infectada por ambos virus al mismo tiempo, se realizd un ensayo de calvas con células
infectadas con Adwt, ICOVIR15, 6 estos Ad mas AAV2 6 AAV6. Una vez infectadas las A549,
estas células se tripsinizaron, se contaron y 50 células de cada una de las condiciones de
infeccion se afadieron sobre monocapas de A549 previamente sembradas en placas de seis
pozos. A los tiempos indicados y en funcién del momento de aparicién de las calvas, éstas

fueron fotografiadas.

Como puede verse en la figura 1, la coinfeccion de las células con Ad y AAV provoca una
apariciéon temprana de las calvas y un mayor tamafio a cualquier tiempo comparado con la
infeccion de Ad solamente. Ademas, la coinfeccidn con AAV6 produjo una aparicién aun mas
temprana (dia 3), comparado con la coinfeccion con AAV2 (dia 4) en ambos Ad (Adwt y
ICOVIR15), siendo también las calvas producidas por coinfeccién con el AAV6 de mayor

tamafio que las producidas por coinfeccién con el AAV2 a cualquier tiempo.
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Figura 1. La coinfeccidon de Ad-AAV aumenta el tamaiio de calva de los Ad. Ensayo de calvas en A549
infectadas con (a) Ad5 6 (b) ICOVIR15 coinfectando o no con AAV2 6 AAV6. Cincuenta células
infectadas de cada una de las condiciones de infeccion se afiadieron sobre monocapas de A549
previamente sembradas en placas de 6 pozos. Las calvas se tifieron con MTT y fueron fotografiadas a
los tiempos indicados.

1.2. Caracterizacion de la liberacion viral al coinfectar con AAV en tres lineas celulares

Un aumento del tamafo de calva se relaciona frecuentemente con un aumento de la
liberacion viral (Gros et al., 2008; Puig-Saus et al., 2010; Tollefson et al., 1996). Por este
motivo, y teniendo en cuenta la cinética de calvas vista al coinfectar con los AAVs,
hipotetizamos que un aumento de la liberacidn viral podria ser la causa de este fenotipo de
calva grande y de aparicion temprana. Comparamos la cinética de produccién viral total

(extracto celular, CE) y la liberacion de virus al medio (sobrenadante; SN), del Adwt y de
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ICOVIR15 en varias lineas celulares bajo diferentes condiciones de infeccién con Adwt 6

ICOVIR15 y coinfectando con diferentes AAVs.

Linea HEK293: Se analizé la produccién total y la liberacion viral al medio de ICOVIR15 en
ausencia o en presencia de 100 particulas virales (vp) 6 10000 vp por célula de AAV6. Como
se observa en la figura 2a, la coinfeccion con AAV6 aumenté significativamente (p<0.05) la
liberacion al medio de Ad, independientemente de la dosis, en todos los tiempos analizados.
También se observa que produjo una disminucion (p<0.05) de la produccion total de Ad, esta
vez si de forma dosis dependiente, a 48 y 72 horas post infeccidn. La dosis de 10000 vp de
AAV6 también disminuyd la produccién de forma significativa (p<0.05) a 24 horas post

infeccién comparado con ICOVIR15 en ausencia de AAV6.

Lineas A549 y NP9: En ambas lineas se compard la produccion de ICOVIR15 en ausencia o en
presencia de una dosis de 1000 vp de AAV6 por célula. La figura 2b y ¢ muestra que la
coinfeccion con AAV6 aumentd la liberacién de ICOVIR15 de manera estadisticamente
significativa (p<0.05) a 24, 48 y 72 horas post infeccion en A549 y a 48 y 72 horas post
infeccion en NP9. Ademas, la produccién total de ICOVIR15 se redujo también
significativamente (p<0.05) en todos los tiempos analizados en A549 mientras que en la

linea NP9 no se vio afectada.
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Figura 2. La coinfeccion de Ad-AAV produce una liberacion adenoviral acelerada y aumentada.
Produccion y liberacion viral de ICOVIR15 sélo y combinado con AAV6 en (a) HEK293, (b) A549 vy (c)
NP9. Se analizé el contenido extracelular (SN, sobrenadante) y total (CE, extracto celular) a los
tiempos indicados. Se muestran los valores medios (n=3) +SD.* p<0.05 comparado con ICOVIR15. §
p<0.05 comparado con ICOVIR15/AAV6(10000).

En la linea A549 también se compard la produccidon del Adwt en presencia o no de AAV6 y de
AAV2 a una dosis de 50 vp por célula (Figura 3). La coinfeccién aumenté la liberacion viral
del Adwt significativamente (p<0.05) a 24 horas post infeccién coinfectando con AAV2 y a 24
y 48 horas post infeccidén coinfectando con AAV6. Por otro lado la produccion total se vio

afectada negativamente a las 24 horas post infeccién coinfectando con AAV2 (p<0.01) y a las

48 horas post infeccion coinfectando con ambos AAVs (p<0.01).
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Figura 3. La coinfeccion de Ad-AAV produce una liberacion adenoviral acelerada y aumentada.
Produccion vy liberacidn viral de Adwt sélo y combinado con AAV2 o AAV6 en A549. Se analizé el
contenido celular extracelular (SN, sobrenadante) y total (CE, extracto celular) a los tiempos indicados.
Se muestran los valores medios (n=3) +SD.* p<0.05 comparado con Adwt.

1.3. Caracterizacion del efecto de diferentes dosis de AAV6 en la eficiencia de liberacion de

virus en A549

Nuestro objetivo en este trabajo es la potenciacidon de los adenovirus oncoliticos. Como la
coinfeccidon con AAV6 demostré aumentar el tamafio de calva de una manera mdas marcada,
indicando una mayor potenciacién que el AAV2, decidimos trabajar con el AAV6 y dejar a un

lado el AAV?2.

Los efectos de los AAV sobre los Ad, se han descrito como dosis dependientes (Timpe et al.,
2006). Por tanto una coinfeccidn con mayor cantidad de AAV6 deberia producir una mayor
liberacion viral al medio. Para caracterizar este fenotipo de liberacién aumentada,
comparamos los CE y los SN de células A549 infectadas con ICOVIR15 6 ICOVIR15 mas AAV6
a diferentes dosis (100, 1000, 10000 6 100000 vp por célula). En la figura 4a se representa el
porcentaje de virus liberado al medio sobre la cantidad total producida. Como se observa, el
efecto del AAV6 sobre la liberacion viral no es dosis dependiente. Una dosis de 1000 vp de

AAV6 provocd que tanto a las 48 como a las 72 horas post infeccién el 100% del virus
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estuviese liberado. Dosis menores o mayores a ésta produjeron menores porcentajes de

liberacion viral. También observamos que la liberacién del Adenovirus ICOVIR15, es bastante

ineficiente. Este hecho estd ampliamente estudiado en el campo de la viroterapia con

adenovirus (Gros and Guedan, 2010).
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Figura 4. La coinfeccion de Ad-AAV aumenta la liberacion viral de adenovirus. Produccion y liberacion
viral de ICOVIR15 sélo y combinado con AAV6. Porcentaje de virus liberado ((virus liberado/virus
producido) x100) en A549 infectadas con ICOVIR15 (50MOI) solo o combinado con AAV6 (100, 1000,
10000, 100000vp/célula) a los tiempos indicados. Cada barra muestra la media de tres muestras (n=3)
#SD.* p<0.05 comparado con ICOVIR15, # p<0.05 comparado con ICOVIR15/AAV6(100), § p<0.05
comparado con ICOVIR15/AAV6(10000), T p<0.05 comparado con ICOVIR15/AAV6(100000).

Ademas, es importante recalcar que la coinfeccion con 1000 vp de AAV6 produjo la mayor

liberacion de ICOVIR15 al medio en términos absolutos (Figura 5b). También, que la

produccién total de ICOVIR15 se redujo siguiendo una tendencia dosis dependiente (Figure

5a).
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Figura 5. AAV6 aumenta la cantidad absoluta de ICOVIR15 liberado al medio y disminuye la
produccioén total. (a). Cantidad absoluta de virus producido por célula. (b). Cantidad absoluta de virus
liberado al medio por célula en A549 infectadas con ICOVIR15 (50MOl) solo o combinado con AAV6
(100, 1000, 10000, 100000vp/célula) a los tiempos indicados. Cada barra muestra la media de tres
muestras (n=3) +SD.* p<0.05 comparado con ICOVIR15, # p<0.05 comparado con ICOVIR15/AAV6 (100),
§ p<0.05 comparado con ICOVIR15/AAV6(10000), T p<0.05 comparado con ICOVIR15/AAV6(100000).

1.4. Caracterizacion del efecto de la coinfecciéon con 1000 particulas virales de AAV6 sobre

la expresion de proteinas de ICOVIR15

Como hemos visto, los efectos del AAV6 sobre ICOVIR15 parecen ser dosis dependientes en
algunos casos (disminucion de la produccion total) pero no en otros (% de liberacion viral al
medio, figura 4). Por este motivo hipotetizamos que diferencias en la expresion de proteinas
del Ad, podrian explicar el mecanismo por el cual esta liberacidn de virus estaba maximizada
a una dosis especifica (1000vp). Para ello analizamos por Western Blot las proteinas que
creimos tenian mas influencia en este proceso: Ela, E1IB19K y la proteina ADP (Adenovirus
Death Protein (Tollefson et al., 1992). También incluimos proteinas de expresién tardia como
la fibra, o las proteinas de la capside pentdn, hexdn, pV, pVI y pVIl. Se incluyé también una
dosis de coinfeccion con AAV6, 100 veces mayor (100000vp) a modo de control. Como
vemos en la figura 6 la expresién de E1A y de las proteinas de la capside se redujo de una
manera dosis dependiente en todos los tiempos analizados, coincidiendo con lo previamente
publicado (Timpe et al., 2006). A 24 y 36 horas post infeccion la expresiéon de E1B19K

también sufrié una disminucién dosis dependiente, no asi a las 48 horas donde se observd
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un aumento en la expresidén de esta proteina de forma dosis dependiente La proteina ADP

parecié verse afectada sélo con la dosis alta de AAV6 (100000vp), pero no con la dosis baja.
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Figura 6. La expresion de proteinas de ICOVIR15 se ve modificada durante la coinfecciéon con AAV6.
Anédlisis de la expresion de proteinas de ICOVIR15 sélo o durante la coinfeccion con AAV6 (1000 6
100000 vp/célula). Los cultivos celulares se recogieron a los tiempos indicados y cantidades iguales de
proteina se analizaron por Western-Blot. A la izquierda de las imagenes se indica la proteina analizada.
Se comprobd la carga similar de proteinas por tincion con Ponceau. En el Western de ADP la banda
superior esta glicosilada y la banda inferior mas acentuada es un producto de la protedlisis (Tollefson et
al., 1992). Se observan intensidades similares de la doble banda inespecifica entre las dos bandas de

ADP (Doronin et al., 2003).

1.5. Efecto de la coinfeccion con AAV6 sobre la citotoxicidad de ICOVIR15 en A549 en

ensayos de una sola ronda de replicacion

Una vez definido el fenotipo de calva grande, el aumento de la liberacién del virus como

causa de este fenotipo y el efecto independiente de la dosis de AAV6 sobre esta liberacién,

quisimos ver como podia beneficiarnos, desde un punto de vista viroterapéutico, este efecto

maximizado al coinfectar con 1000vp de AAV6. Para ello comparamos la citotoxicidad

(definiendo citotoxicidad como la capacidad del virus de disminuir la viabilidad celular) de

ICOVIR15, coinfectando o no con 1000vp de AAV6 (dosis en la que se observd el maximo

efecto en la liberacion viral, figura 4). Se midié la viabilidad celular e integridad de su
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membrana por exclusién de azul de Tripano y por liberacidon de Lactato Deshidrogenasa

(LDH) al medio. También se caracterizé la morfologia celular de ambas condiciones de

infeccion.
a
100 —@— mock
- —B— ICOVIR15
& 80
< —A— ICOVIR15/AAVE
_'8 60 -
] 40 1
>
20 A
0 T T T T T # 0 - T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60
Horas postinfeccion Horas postinfeccion
C Horas postinfeccién
4 36 72
2]
o
o {
o ‘ !
Z0 y
2 ;
| {
. I S 3 - -“V 1
{ EE IR ARER|
~ 2 s
0 . » vy . z
E > - <O » s
B, 2 s =
g t."‘4): '... _\- \‘» . e y
O A GO LR o £
’ ’ ’ O > - . ..-
2 ) a5 2 e -
L© 3
xS o
O ~ v‘S\ "’-:»’ .
) A

Figura 7. La coinfeccién con AAV6 induce una morfologia similar a la apoptdtica y acelera la muerte
celular inducida por ICOVIR15. Células A549 sin infectar o infectadas con ICOVIR15 (50MOl) sélo o
combinado con AAV6 (1000vp/cell). (a) Porcentaje de células viables determinadas por capacidad de
exclusién del azul de Tripano de la célula. (b) Lisis celular medida por liberacién de LDH al medio de
cultivo. Las unidades de LDH estan expresadas en uKAt/L. (a y b) Se muestra la media (n=3) SD. #
p<0.05 comparado con las células no infectadas. * p<0.05 comparado con células infectadas con
ICOVIR15. (c) Morfologia celular a los tiempos indicados.
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Como se observa en la Figura 7a la viabilidad de las células coinfectadas, medida por la
capacidad de exclusion del azul de Tripano, se vio comprometida desde las 24 horas,
reduciéndose progresivamente, siendo los valores de viabilidad 92.3%, 9.8 %, 7.7% y 1.7% a
las 24, 36, 48 y 72 horas post coinfeccidn, siendo significativamente diferentes (p<0.01) a los
de las células infectadas con ICOVIR15 con valores de 97.7%, 95.3%, 85.3% y 10.8% a las 24,
36, 48 y 72 horas post coinfeccidn. La viabilidad de las células no infectadas permanecié en
niveles cercanos al 100% hasta las 48 horas post infeccidn, reduciéndose posteriormente por

un efecto de sobreconfluencia.

La liberacién de LDH (Figura 7b) de las células coinfectadas fue significativamente diferente
desde las 24 horas post infeccidn hasta las 36 (p<0.01), permaneciendo en todos los tiempos
analizados por encima del nivel de las infectadas con ICOVIR15 solamente. Los niveles de
LDH de las células no infectadas permanecieron cercanos al nivel basal durante todo el

experimento.

Ambas medidas son utilizadas para medir la viabilidad celular, la diferencia entre las
significancias puede deberse a diferencias de sensibilidad de las técnicas o procesos

diferentes de pérdida de viabilidad inducidos por los virus.

En el panel de fotos (Figura 7c) puede verse como la coinfeccién con un Ad (ICOVIR15) y el
AAV6 indujo un cambio morfolégico temprano (36h), similar al de apoptosis, con células muy
redondeadas y pequeiias, previamente descrito en casos de coinfeccion con AAV (Timpe et
al., 2007). A ese tiempo las células infectadas con ICOVIR15, aun mantenian una morfologia
similar a las no infectadas, con minimos signos de efecto citopatico, el cual manifestaron
completamente a las 72 horas post infeccidn. La observacién de células coinfectadas con
ICOVIR15 y AAV6 a 100000vp/cel en otros ensayos, no mostrd este cambio de morfologia
temprano, pudiendo ser debido a un fendmeno de autoinhibicidn por exceso de particulas

virales de AAV (Carter et al., 1979).
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1.6. Efectos de la coinfeccion con AAVG6 sobre la propagacion de ICOVIR15

Una vez vimos que el AAV6 era capaz de aumentar no sélo la liberacién del Ad si no también
la citotoxicidad de éste, el siguiente paso fue comparar la capacidad de inducir citotoxicidad
en un cultivo de células mediante la propagacién del ICOVIR15 solo, o coinfectando con

AAV6.

1.6.1. Efectos de la coinfeccidn con AAV6 sobre la propagacion de ICOVIR15 en dos lineas

celulares de tumor humanas infectando con virus desnudo

Con esta finalidad se determinaron los valores de ICso (unidades de transduccidn por célula
necesarias para disminuir un 50% la viabilidad del cultivo celular) bajo varias condiciones.
Para ello se infectaron células A549 6 NP9 con diluciones seriadas 1/5 de ICOVIR15
empezando con 200 unidades de transduccion (tu) por célula y con 4 dosis iniciales de AAV6
(400, 4000, 40000 y 400000 vp por célula). A los 5 dias en el caso de las A549 y a los 6 dias en
el caso de las NP9, se cuantificaron los valores de ICsg. Como puede verse en la Tabla 1 de la
figura 8, la coinfeccidn con AAV6 disminuyé dramaticamente los valores de ICso de manera
dosis dependiente en ambas lineas celulares. Esto indica que, a parte de aumentar la
citotoxicidad del Ad en una ronda de replicacidn, el AAV6 es capaz de aumentar la capacidad
de propagacién de ICOVIR15 medida mediante la citotoxicidad en un cultivo celular inducida
por multiples rondas de replicacidn. Las curvas de dosis-respuesta se muestran en la figura 8,
alcanzando la combinacion de ICOVIR15 y AAV6 (a cualquier dosis) diferencias significativas

comparado con el ICOVIR15 solo en varios puntos.
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ICs, ICOVIR15 ICOVIR15/AAV6 ICOVIR15/AAV6 ICOVIR15/AAV6 ICOVIR15/AAV6
400 4000 40000 400000
A549 0.07+0.007 0.015+0.002* 0.014+0.002* 0.006+0.001* 0.002+0.001*
NP9 0.908+0.111 0.275+0.017* 0.118+0.009* 0.069+0.003* 0.062+0.005*

Figura 8. La coinfeccion con AAV6 aumenta la citotoxicidad de ICOVIR15 mediada por la propagacion
del virus en un cultivo celular. Comparacién de las curvas dosis-respuesta de ICOVIR15 sdlo o
combinado con AAV6 (400, 4000, 40000 y 400000 vp/célula) en A549 y NP9. A los dias 5, para A549y 6,
para NP9, post infeccidn, se lavaron las placas con PBS y se cuantificé la cantidad total de proteina. Para
cada punto se hicieron tres replicas. Se muestra la media +SD. * p<0.05 comparado con ICOVIR15 mas
cualquiera de las dosis de AAV6 usadas. (Tablal). Se muestran los valores de IC50 (Tu/célula de
ICOVIR15 necesarias para inducir una reduccion del 50% de la viabilidad del cultivo celular) obtenidos
de las curvas de dosis-respuesta.

1.6.2. Efecto de la coinfeccion con AAV6 sobre la propagacion de ICOVIR15 en lineas

celulares de tumor murino y de hamster infectando con virus desnudo

Con el fin de comprobar si el aumento de la citotoxicidad y la capacidad de propagacion de
ICOVIR15 al coinfectar con AAV6 se mantenia en lineas mas restrictivas a la replicacién de
Ad humanos, se compard de nuevo los valores de ICsq entre ICOVIR15 y ICOVIR15-AAV6
mediante ensayos de citotoxicidad. En este caso se utilizaron las lineas de origen tumoral
murino CMT64, y pKIn y las lineas Amel 3, HP1 y HAPT1 de hamster. Se infectaron las células
con diluciones seriadas empezando con 500 tu (CMT64, Amel 3, HAPT1, pKin) o 1000 tu por
célula (HAPT1) de ICOVIR15 y 1000 vp por célula de AAV6. Como se observa en la Figura 9, la

coinfeccion con AAV6 sélo fue capaz de disminuir los valores de ICsg de ICOVIR15
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ligeramente (p=0.14) en la linea HAPT1 mientras que en el caso de las lineas Amel 3, CMT64,

pKiny HP1 no hubo diferencias en el valor de ICs.
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Figura 9. Citotoxicidad de ICOVIR15 mediada por la propagacion del virus en cultivos celulares de
raton y hamster. Comparacion de las curvas dosis-respuesta de ICOVIR15 sélo o combinado con
AAV6 en lineas de ratén y hamster. Siete dias post infeccion, se lavaron las placas con PBS y se
cuantificd la cantidad total de proteina. Para cada punto se hicieron tres replicas. Se muestra la
media #SD. (Tabla 2). Se muestran los valores de IC50 (Tu/célula de ICOVIR15 necesarias para inducir
una reduccién del 50% de la viabilidad del cultivo celular) obtenidos de las curvas de dosis-respuesta.

1.6.3. Efecto de la coinfeccion con AAV6 sobre la propagacion de ICOVIR15 en dos lineas

celulares mediante el uso de células transportadoras

Debido a que la coinfeccién de las células por parte de ambos virus (Ad y AAV) es esencial

para observar el fenotipo de calva grande y las caracteristicas de aumento de liberacion viral,

de citotoxicidad y de propagacion mostradas previamente, pensamos que una estrategia

basada en células transportadoras coinfectadas podria ser util. Para ello y, como en el caso
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anterior, se realizaron ensayos de determinacion del valor de ICso en cultivos celulares pero
en este caso con células infectadas con uno o ambos virus. Células A549 6 NP9 previamente
infectadas con ICOVIR15 6 con ICOVIR15 mas AAV6, se tripsinizaron, resuspendieron en
DMEM vy se contaron. Diluciones seriadas % empezando con 1000 células de A549 6 3000
células de NP9 se sembraron por triplicado. Posteriormente se afiadieron células de la
misma linea (A549 6 NP9) sin infectar y se incubaron durante 7 dias, en el caso de las A549, y
9 dias en el caso de las NP9. De nuevo la coinfeccidn con AAV6 disminuyd significativamente
el valor de ICsp en ambas lineas, demostrando asi el aumento de la capacidad de
propagacion del Ad mediante esta estrategia (Figura 10, Tabla 3). En las curvas dosis-
respuesta (Figura 10) se observa como la coinfeccién con ambos virus alcanzé diferencias

significativas en varios puntos comparado con ICOVIR15.
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Tabla 3 ICs Células infectadas Células
con ICOVIR15 infectadas con
ICOVIR15/AAV6
A549 12.425+1.959 0.961+1.121 *
NP9 1002.677+188.291 72.12+15.664 *

Figura 10. La coinfeccion con AAV6 de células transportadoras aumenta la citotoxicidad de
ICOVIR15 mediada por la propagacion del virus en un cultivo celular. Comparacién de las curvas
dosis-respuesta, de células A549 o NP9 infectadas con ICOVIR15 sdlo o en combinacién con AAV6 y
afadidas posteriormente sobre monocapas de A549 y NP9 respectivamente, a los dias 7-8 post
infeccion. Para cada punto se hicieron tres replicas. Se muestra la media +SD. * p<0.05 comparado
con las células infectadas con ICOVIR15 mas AAV6. (Tabla 3). Se muestran los valores de IC50
(numero de células infectadas necesarias para inducir una reduccion del 50% de la viabilidad del
cultivo celular) obtenidos de las curvas de dosis-respuesta.
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1.7. Ensayos in vivo

Con el fin de comprobar si el aumento de citotoxicidad y propagacién visto in vitro se
mantenia al pasar a modelos in vivo se realizaron ensayos de eficacia en los dos modelos

analizados in vitro.

1.7.1. Anadlisis de la eficacia antitumoral del ICOVIR15 solo o coinyectado con AAV6 en dos

modelos de cancer humanos en ratones inmunodeficientes Balb/c nu/nu

Se implantaron subcutdneamente tumores humanos de la linea A549 y NP9 en el dorso de
ratones BalBc nu/nu. Cuando estos alcanzaron el volumen deseado (100-150mm3), se
inyectaron intratumoralmente con PBS, AAV6 (2x101°vp/tumor), ICOVIR15 (2x10° vp/tumor)
o0 ambos virus en una sola administracién a las mismas dosis. En el modelo de A549 (Figura
11a), la coinyecciéon de ambos virus disminuyé el crecimiento tumoral comparado con los
grupos control, PBS y AAV®6, desde el dia 14 post administracién (p<0.05). La administracién
de ICOVIR15 no fue capaz de reducir significativamente el crecimiento tumoral comparado
con los grupos control, aunque se aprecia un efecto antitumoral de ICOVIR15 con un inferior
crecimiento a lo largo de todo el experimento. Las diferencias entre los grupos inyectados
con ICOVIR15, 6 con ambos virus, sélo fueron significativas (p<0.05) a dia 14, existiendo
también una clara tendencia a favor del grupo coinyectado. La diferencia del volumen

tumoral medio entre ambos grupos fue de 2.6 veces al finalizar el experimento (dia 66).

En el modelo de NP9 (Figura 11a), la coinyeccién disminuyé significativamente (p<0.05) el
crecimiento tumoral comparado con el grupo PBS y AAV6 desde el dia 20 post
administracion y comparado con el grupo tratado con ICOVIR15 desde el dia 29 post
administracion. En este modelo la diferencia en el volumen tumoral medio de los grupos

tratados con ICOVIR15 o con ambos virus fue de 1.9 veces a dia 48.
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Figura 11. AAV6 aumenta la eficacia oncolitica de ICOVIR15 y prolonga la supervivencia de los ratones en dos
modelos xendgrafos de carcinoma humano. Modelos xendgrafos de A549 y NP9 se trataron con una Unica
dosis intratumoral de fosfato tamponado salino (PBS), virus adeno-asociado 6 (AAV6) (2x1010vp/tumor),
ICOVIR15 (2x10° vp/tumor) o una mezcla de ICOVIR15 y AAV6 a las mismas dosis. (a) Crecimiento relativo
tumoral (porcentaje del volumen tumoral respecto al inicio del tratamiento, media SE) de 8-10
tumores/grupo. * p<0.05 comparado con el grupo PBS. # p<0.05 comparado con el grupo AAV6. § p<0.05
comparado con el grupo ICOVIR15. (b) Curvas de supervivencia Kaplan-Meier. El criterio de punto final se situd
en un volumen = 500mm3.* p<0.05 comparado con el grupo PBS. # p<0.05 comparado con el grupo AAV6. §
p<0.05 comparado con el grupo ICOVIR15.

1.7.2. Supervivencia de ratones con tumores subcutaneos de A549 6 NP9

Después de inyectar intratumoralmente los ratones con tumores de A549 6 NP9, se analizé
la supervivencia de estos mediante curvas de Kaplan-Meyer (Figura 11 b). El criterio de
punto final se establecié en 2 500mm?® en ambos modelos. La coinyeccidon de ambos virus
aumento significativamente (p<0.05) la supervivencia de los ratones comparado con los

grupos control, PBS y AAV6, en ambos modelos y comparado con el grupo tratado con
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ICOVIR15 en el modelo de NP9. La administracion de ICOVIR15 aumento el tiempo de
supervivencia medio de los ratones aunque las diferencias no alcanzaron significancia

estadistica.

Capitulo |l

2. Desarrollo de un adenovirus oncolitico canino como tratamiento para la clinica

veterinaria y modelo para la clinica humana con adenovirus

2.1. Construccion de los adenovirus caninos oncoliticos

Con el fin de facilitar la modificacién del genoma del Ad canino serotipo 2 (CAV2), se disefid
y generd un plasmido que contenia el genoma de CAV2 y los elementos necesarios para la
seleccion, replicacion y amplificacion en levaduras (Gimenez-Alejandre et al., 2012), al que
denominamos pCAL-CAV2. Una vez tuvimos el genoma del CAV2 clonado en un plasmido
gue permitiese realizar estrategias de corte y reparacidn por recombinaciones homaélogas se
utilizd esta estrategia para generar los diferentes Ad oncoliticos. Los Ad caninos generados
se muestran en el esquema 1 y las modificaciones necesarias para construirlos se explican a

continuacion:

Primero se introdujo un motivo RGD (secuencia RGD) en el HI-loop de la fibra del CAV2 (fiber
RGD), generando el virus CAV2RGD, homologo al Ad humano AdwtRGD (Dmitriev et al.,
1998).

Seguidamente se generd el virus ICOCAV15 homdlogo a ICOVIR15 (Rojas et al.,, 2010).
ICOCAV15 contiene 4 palindromos imperfectos con 4 lugares de unién a E2F, y un lugar de
union a Sp-l en la posicién 403 del genoma del CAV2 (403p). Ademads contiene una deleccién
de 21 pares de bases en el lugar de unién a pRB de Ela (E1aA21), similar a la A24 humana.

También incluye el motivo RGD en la fibra.
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En paralelo también se generd una version de ICOCAV15 sin el motivo RGD en la fibra

llamada ICOCAV15n0RGD. Este virus no llegd a caracterizarse y por eso no se incluye en el

esquema.

LITR E RITR

la
m [1.2] [ 4] CAV2
LITR Ela FiberRGD RITR
MLP XTI = 1 3 4] L] CAV2RGD

RITR

LITR q- FiberRGD
) ) ICOCAV15

LITR  403p FiberRGD IllaSA pA RITR

-A21
(P HH A 5 ] ICOCAV17

Esquema 1. Representacion esquematica de los adenovirus caninos empleados en este trabajo. CAV2 es
el Ad canino salvaje. CAV2RGD contiene el motivo RGD en el HI-loop de la fibra (Fiber RGD). ICOCAV15
fue generado a partir del CAV2RGD insertando 4 lugares de union a E2F y uno a Sp-l en el promotor
enddégeno de E1A (403p) y delecionando 21 pares de bases del lugar de unién a pRB (Ela-Ad21).
ICOCAV17 fue generado a partir de ICOCAV15 insertando el gen de la PH20 humana detras de la fibra y

controlado mediante el aceptor de corte de la proteina Illa canina (IllaSAPH20). MLP: Major Late
Promoter; pA: sefial de poliadenilacién.

Para generar el Ad canino con expresidon de hialuronidasa, ICOCAV17, el cDNA de la
hialuronidasa humana (PH20) se clond tras el gen de la fibra del ICOCAV15. Este gen se
colocé bajo el control del aceptor de corte de la proteina canina llla (SAllla), y se incluyé una

cadena de finalizacion de traduccion o poliA. ICOCAV17 es homodlogo al Ad oncolitico

humano ICOVIR17 (Guedan et al., 2010).

Todos estos virus fueron generados, amplificados y purificados en células DKCre. Se

purificaron por gradientes de Cloruro de Cesio y alcanzaron titulos muy similares de entre

9000 y 10000 particulas virales por célula.
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2.2. Caracterizacion in vitro de los Ad oncoliticos caninos

2.2.1 Comparacion de la infectividad entre CAV2 y CAV2RGD en 4 lineas tumorales caninas

Para comprobar la bioactividad del CAV2 con el motivo RGD en el Hi-loop de la fibra, se
comparo la infectividad entre el virus salvaje CAV2 y el virus con el motivo RGD, CAV2RGD.
Para esto se infectaron células de las lineas CML1, 17CM98, Abrams y D17 con diluciones
seriadas % de ambos virus empezando por 1000 particulas virales. Pasadas 24 horas se
realizé una inmunotincién de la proteina del hexdn y se contaron las células infectadas. En la
figura 12a se observa como la insercion del RGD mejord significativamente (p<0.05) la
infectividad en la linea Abrams 1.4 veces y en la linea D17 1.7 veces. En la linea 17CM98 la
diferencia fue de 1.15 veces aunque no alcanzé significancia (p=0.2). En las células CML1 no

se vieron diferencias de infectividad en ningln sentido.

2.2.2. Actividad del promotor canino de E1A modificado mediante cajas E2F y Sp-l y la

deleccion A21

En los Ad oncoliticos humanos la insercidn de cajas E2F y Sp-I en el promotor de E1A, junto a
la deleccidn de la zona de unidén a pRB (A24) confieren al virus una doble funcién (Neuman et
al 1994; Rojas et al 2010). Por un lado aumentan la potencia oncolitica de estos en células
con la via del Retinoblastoma alterada, y por tanto con grandes cantidades de E2F libre. Las
células tumorales son un claro ejemplo. Por otro lado, en células con un crecimiento
arrestado o con bajas tasas de replicacion, como ocurre en la mayoria de células no
tumorales, el complejo pRB-E2F inhibe la transcripcién de E1A uniéndose a las cajas E2F y

disminuyendo la replicacién viral.
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Figura 12. Caracterizacion in vitro de los adenovirus caninos oncoliticos. (a). Comparacion de la
infectividad de 4 lineas tumorales caninas entre CAV2 y CAV2RGD. Células de las lineas Abrams, 17CM98,
D17 y CML1 se infectaron con el mismo nimero de particulas virales de cada virus. Pasadas 24 horas se
realizé una tincidn del hexdn y se contd el nimero de células positivas (infectadas). Se realizaron 3 ensayos
independientes para cada muestra. Se muestra la media +SD. (b) Produccién total de ICOCAV15 en una
linea celular no tumoral con el crecimiento celular arrestado. Queratinocitos epidérmicos de perro (DEK) se
sembraron en una placa de 24 pocillos. Pasados 20 dias en confluencia, se infectaron con CAV2RGD e
ICOCAV15. Dos dias post infeccion se midid la cantidad total de virus producido. Se realizaron 3 ensayos
independientes. Se muestra la media +SD. (c) Produccién de ICOCAV15 en células tumorales caninas.
Células de 4 lineas tumorales fueron infectadas con una dosis que permitié la infeccién de mas del 80% de
las células (20 tu/células para D17 y CML1 y 30 tu/célula para Abrams y 17CM98). Dos dias post infeccidn se
midid la cantidad total de virus producido. Se realizaron 3 ensayos independientes. Se muestra la media
1SD. # (p<0.05) comparado con CAV2; * (p<0.05) comparado con CAV2RGD.

El promotor modificado de E1A (E2F+A21), disminuyd la produccion total de ICOCAV15 en
una linea diferenciada de queratinocitos de perro en un 84% (p<0.05) comparado con la del
CAV2RGD (Figura 12b). Por otro lado, aumenté la produccién viral en dos (D17 y CML1;
p<0.05) de las cuatro lineas tumorales analizadas comparado con su virus parental

CAV2RGD, mostrando una tendencia en las otras dos lineas Abrams y 17CM98 (Figura 12c).
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2.2.3. Determinacion de la expresion de Hialuronidasa de ICOCAV17

Con el fin de determinar si la estrategia de construccion empleada para obtener el Ad canino
con expresion de hialuronidasa era funcional se realizé un ensayo de degradaciéon (Gmachl et
al. 1993) de su sustrato principal, el acido hialurénico (HA). Para ello se compard la
capacidad de degradacién de HA de los sobrenadantes (SN) obtenidos de células infectadas
con ICOCAV15 6 ICOCAV17. Como valores de referencia se incluyeron cuatro muestras con
concentraciones conocidas de hialuronidasa purificada (0.4, 4, 40, 400 Ul). Como se observa
en la figura 13, ICOCAV17 fue capaz de inducir expresidon de hialuronidasa degradando el HA
a un nivel similar a la muestra con 4Ul, mientras que los valores de ICOCAV15

permanecieron inalterados a todos los tiempos analizados.

045
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Figura 13. Caracterizacion de la expresion de hialuronidasa de células infectadas con ICOCAV17.
Células de la linea DKCre fueron infectadas con ICOCAV15 6 ICOCAV17 a 20 tu/célula. Pasadas 48 horas,
se recogieron los sobrenadantes y se incubaron con una solucién de acido hialurénico durante 0,1, 2,36
4 horas para analizarlos posteriormente. Se utilizaron 4 muestras con una concentracion conocida de
hialuronidasa purificada como referencia. La degradacién de HA se midié por absorbancia a (600nm).

2.3. Anadlisis de la capacidad citotdxica de los adenovirus caninos

Una vez caracterizamos las propiedades de los virus mediante ensayos especificos de

infectividad, produccion y analisis de la expresion de hialuronidasa quisimos comparar la
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capacidad de inducir toxicidad en varias lineas tumorales de perro. Para ello se comparé la
citotoxicidad de todos los virus en ensayos con multiples rondas de replicacién permitiendo
maximizar las diferencias observadas. Las curvas dosis respuesta se muestran en la figura 14,
y en la tabla 4 se muestran los valores de ICsg (cantidad de virus necesaria para reducir un
50% la viabilidad del cultivo celular) y sus significancias estadisticas. Bajo las condiciones de
infectividad y tiempo utilizadas en estos ensayos, el CAV2 no fue capaz de inducir
citotoxicidad ni de propagarse (ICsg =2 °°) en dos lineas (Abrams y 17CM98), mientras que los
virus con el motivo RGD en la fibra si. Por otro lado, en la linea D17 el CAV2RGD disminuyd
significativamente (p<0.05) 1.9 veces la ICsg comparado con el CAV2. El promotor modificado
de E1A aumento la citotoxicidad de ICOCAV15 comparado con el CAV2RGD disminuyendo
(p<0.01) la 1Cso 3.7 veces, 7.2 veces y 4 veces en las lineas CML1, D17 y 17CM98,
respectivamente. Los valores de ICsg de ICOCAV17 fueron similares a los de su virus parental
ICOCAV15. En la linea Abrams los valores de ICsqg de CAV2RGD, ICOCAV15 e ICOCAV17 fueron

similares.

Estos resultados indican que tanto el motivo RGD como la modificacién del promotor de E1A
aumentan la citotoxicidad de CAV2 en varias lineas tumorales de perro. A la vez la insercién

de la PH20 no parece afectar negativamente la citotoxicidad de ICOCAV15.
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Figura 14. Analisis de la citotoxicidad de los adenovirus caninos oncoliticos. Comparacién de las curvas dosis-
respuesta de los adenovirus caninos en 4 lineas tumorales de perro. Células de diferentes lineas fueron
infectadas a diferentes dosis de virus entre 2000 y 0.01 tu/célula para Abrams, CML1 y 17CM98 y desde 500 a
0.01 para D17. Entre 6 y 8 dias post infeccidn se calcularon los valores de IC50. Para cada punto se hicieron tres
replicas. Se muestra la media +SD. * p<0.05 comparado con CAV2. # * p<0.05 comparado con CAV2RGD.

2.4. Ensayos en modelos murinos

Una vez comprobado in vitro que las modificaciones hechas en los Ad caninos mostraban
mejoras en términos de infectividad (Figura 12a), selectividad (Figura 12b) y citotoxicidad

(Figura 14) y demostrada la capacidad de ICOCAV17 de expresar hialuronidasa, pasamos a
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estudiar el comportamiento de los Ads caninos en un modelo de ratén y a comprobar si
estos beneficios obtenidos in vitro eran observables in vivo. Para ello realizamos ensayos de
biodistribucién, de toxicidad por administracién intravenosa y ensayos de eficacia por ambas

vias de administracion, intravenosa e intratumoral.

2.4.1. Biodistribucion del Adenovirus canino salvaje CAV2 y el Adenovirus canino CAV2RGD

El tropismo de los Ads humanos administrados sistémicamente ha sido ampliamente
estudiado. En el caso de los Ads caninos, el Unico estudio de biodistribucidén hasta la fecha,
se realizd con OCCAV (Hemminki et al., 2003), un Ad oncolitico canino con capside salvaje. El
estudio se llevd a cabo en perros por Smith y colaboradores (Smith et al., 2006) y demostré
qgue el tropismo de este virus una vez inyectado sistémicamente en su huésped natural se
asemejaba al del Ad humano en ratones con un tropismo marcado por el higado y el bazo.
En el caso del ratdn este estudio con Ad canino no se ha realizado todavia. Por este motivo
quisimos comparar la distribucién del Ad canino con una cépside salvaje (CAV2) con nuestro

Ad con la capside modificada (CAV2RGD).

2.4.1.1. Biodistribucion en ratdn

Para el estudio de la biodistribucién en ratén, 1x10* particulas virales de CAV2 6 CAV2RGD
se inyectaron sistémicamente en ratones Balb/C. Transcurridas 72 horas, los animales fueron
sacrificados y los drganos procesados y congelados. Se extrajo el DNA de las muestras y se
analizé la carga viral (vp) por nanogramo de DNA. La figura 15 muestra el resultado
obtenido. En este caso parece que el corazén, pulmdn, higado, bazo y rifidn son los érganos
donde mas presencia de Ad hay en ambos casos. El virus con cdpside modificada (CAV2RGD)
mostré mas presencia en rifidn, pulmén, testiculos y sistema nervioso central comparado
con el Ad salvaje CAV2 aunque se observa un aumento generalizado en todos los érganos y

estas diferencias .
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Figura 15. Analisis de la biodistribucion de CAV2 y CAV2RGD tras la administracion sistémica en
ratones Balb/C. Comparacién de la distribucidon del Ad canino salvaje y del Ad canino con el motivo RGD
en el Hi-loop de la fibra tras la administracion endovenosa de 1x10"'vp de cada uno de los virus. Tres dias
post inyeccidn se sacrificaron los animales, se extrajeron los érganos y se congelaron. Para cuantificar las
particulas virales, las muestras se trituraron y se extrajo el DNA total. El analisis se realizé por RT-PCR. *
p<0.05 comparado con CAV2.

La interpretacidén de este resultado debe tener en cuenta que los animales no fueron
exsanguinados antes de recolectar los drganos, casualmente los érganos con una cantidad

de sangre elevada son los que contienen mayor carga viral.

2.4.1.2. Biodistribucion en sangre de perro

Para el estudio de la biodistribucion en sangre de perro se obtuvieron muestras de pacientes
del Hospital Clinico Veterinario (fundacié hospital clinic veterinari, fHCV) de la Universidad
Autonoma de Barcelona (UAB). Para ello se extrajo la sangre en tubos con anticoagulante y
se puso en contacto con 1x10° vp de CAV2 o CAV2RGD. Se dejé en agitacién durante una
hora a 372C y se procedidé a separar las fases mediante un gradiente de ficol. Se extrajo el
DNA de cada una de las fases y se analizé la presencia de particulas virales. Como se observa
en la Figura 16a (los resultados se muestran como porcentaje de virus recuperado sobre el

total), ambos virus se encontraban mayormente en la fraccién que contenia las plaquetas
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(>50%), seguido de la fase donde se encontraban los glébulos blancos (20-30%). Las

fracciones del plasma y los eritrocitos contenian menos de un 10% del virus recuperado.

No se pudo hacer un anadlisis estadistico puesto que las muestras no eran suficientes para

realizar los ensayos por triplicado y obtener desviaciones fiables.
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Figura 16. Analisis de la distribucion in vitro de CAV2 y CAV2RGD en sangre de perro y de ratones
Balb/C nu/nu. Comparacion de la distribucion in vitro del Ad canino salvaje y del Ad canino con el
motivo RGD en el Hl-loop de la fibra en sangre de perro y de ratdn tras su incubacion con 1x109vp de
cada uno de los virus. Una vez extraida la sangre con anticoagulante se incubd con 1x109vp de CAV2 o
CAV2RGD durante 1h a 372C. Posteriormente se separaron las fases y se extrajo el DNA total. La
cantidad de virus se analizd6 por RT-PCR. El resultado se muestra como % de virus sobre el total
recuperado. (a). Distribucidn en sangre de perro. (b). Distribucién en sangre de raton.

2.4.1.3. Biodistribucion en sangre de raton

Teniendo en cuenta que el resultado de la biodistribucidon podia indicar que estos virus
permanecian en la sangre de raton, quisimos estudiar especificamente la biodistribucion de
los virus CAV2 y CAV2RGD, en este componente del organismo. Para ello se extrajo la sangre
de ratones en tubos con anticoagulante y se puso en contacto con 1x10° particulas virales de
CAV2 6 CAV2RGD. Se dejo en agitacion durante una hora a 372C y se procedio a separar las

fases mediante un gradiente de ficol. Se extrajo el DNA de cada una de las fases y se analizé
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la presencia de particulas virales. Como se observa en la Figura 16b (los resultados se
muestran como porcentaje de virus recuperado sobre el total), ambos virus se encontraban
mayormente en la fraccién que contenia el plasma o los gldbulos rojos, seguido de la fase de

los glébulos blancos y finalmente las plaquetas.

No se pudo hacer un analisis estadistico puesto que las muestras no eran suficientes para

realizar los ensayos por triplicado y obtener desviaciones fiables.

2.4.2. Perfil de toxicidad de los adenovirus caninos en ratones

La toxicidad de los adenovirus oncoliticos humanos en ratén estd muy bien caracterizada.
Multiples modificaciones han conseguido disminuir la toxicidad asociada a la administracién
intravenosa de Ad disminuyendo la pérdida de peso, la toxicidad hepdtica y la
trombocitopenia (Cascallé et al., 2007; Rojas et al., 2009 y 2010). En el caso de los

adenovirus caninos, esta toxicidad no ha sido estudiada.

Con el fin de determinar por un lado el perfil de toxicidad de los Ad caninos y por otro la
capacidad de las modificaciones hechas en el genoma del CAV2 para disminuir esta
toxicidad, se inyectaron sistémicamente 1x10™ particulas virales de cada uno de los virus en
ratones Balb/c (Esquema 2). Los animales se pesaron diariamente y se sacrificaron a dia 3
post administracion para determinar los niveles de enzimas hepaticos en sangre (ALT y AST)

y los pardmetros hematoldgicos.
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Esquema 2. Representacion de la metodologia usada para evaluar la toxicidad de los adenovirus
caninos en ratones Balb/C.

Aunque la elevacion de enzimas hepaticos ha sido descrita como una de las consecuencias
mas graves al administrar Ads sistémicamente (Aghi and Martuza, 2005; Nemunaitis et al.,
2001), al inyectar Ad caninos, no se vio ninguna elevacién de estos enzimas (Figura 17a). En
cambio si se observé una marcada trombocitopenia (p<0.01) de alrededor del 90% en todos
los grupos comparado con los animales del grupo PBS (Figura 17b). Por otra parte, la
pérdida de peso también mostrd una toxicidad importante de todos los animales inyectados
con virus comparado con el grupo control PBS (Figura 17c). Desde las 24 horas post
administracion, la administracion de virus provocé una pérdida significativa (p<0.05) de peso
comparado con el grupo PBS, que alcanzé su punto maximo a las 48 horas post
administracion. A partir de ese punto los animales de todos los grupos inyectados
empezaron a recuperar peso. Esta toxicidad se agudizé en los animales inyectados con virus
con RGD en su fibra (CAV2RGD y ICOCAV15) comparado con los grupos inyectados con sus
virus homdlogos sin RGD (CAV2 y ICOCAV15n0RGD, respectivamente) aunque sélo fue
significativamente (p<0.05) diferente a las 72 horas cuando los animales habian empezado a
recuperar peso. ICOCAV17 provocd una pérdida de peso similar a ICOCAV15, ambos
produjeron una toxicidad mayor (p<0.05) a 48 y a 72 horas post administracion comparado

con el virus CAV2 y comparado con el virus CAV2RGD a las 72 horas post administracion.
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Figura 17. Perfil de toxicidad in vivo de los adenovirus caninos en ratones Balb/C. Tres dias post
administracion intravenosa de 5x1011vp de cada uno de los Ad caninos se analizé la concentracion
de transaminasas en suero, los parametros hematoldgicos y la variacion del peso. (a). Presencia de
transaminasas en suero. (b). Nivel de plaguetas en sangre. (c). Variacién del peso corporal. Se
muestra la media #SD de cada grupo (n=5). * p<0.05 comparado con todos los grupos
administrados con virus. # p<0.05 comparado con el grupo administrado con CAV2.

2.4.3. Eficacia antitumoral in vivo de los adenovirus caninos

2.4.3.1. Eficacia antitumoral de los adenovirus caninos en un modelo de melanoma canino

por administracion intravenosa

Tumores de la linea canina de melanoma CML1 fueron implantados en ratones Balb/C
nu/nu. Cuando el volumen tumoral medio alcanzd los 100mm3, los animales fueron
inyectados con PBS o una dosis de 1x10! particulas virales de CAV2, CAV2RGD, ICOCAV15 6
ICOCAV17. Se controld el peso de los animales durante los cuatro dias posteriores y el
volumen tumoral dos veces por semana. Como se observa en la figura 18a, el crecimiento

tumoral de los grupos tratados con virus fue menor que el del grupo PBS, aunque la
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significancia se perdié progresivamente. El grupo tratado con ICOCAV17 fue el que mantuvo
una diferencia significativa durante mas tiempo (dia 18) comparado con el grupo control

PBS. No hubo diferencias entre grupos tratados con virus.

2.4.3.2. Eficacia antitumoral de los adenovirus caninos en dos modelos tumorales caninos

por administracion intratumoral

Para comprobar la eficacia intratumoral de los adenovirus caninos en modelos in vivo,
tumores de las lineas caninas de Osteosarcoma (Abrams) y de Melanoma (CML1) fueron
implantados en el dorso de animales Balb/C nu/nu. Cuando estos alcanzaron volimenes
medios de entre 100 y 150 mm? los animales fueron inyectados con 25 ul de PBS o una dosis
de 1x10"° vp de CAV2, CAV2RGD, ICOCAV15 6 ICOCAV17 diluidos en 25 ul de PBS por tumor.
Esta dosis se administrd tres veces (Esquema 3), una vez por semana (dia 0, 7 y 14). Se
monitorizd el peso de los animales durante los tres dias post administracién sin que estos
perdieran peso. El volumen tumoral se monitorizé dos veces por semana hasta el sacrificio.

En el modelo Abrams, ICOCAV17 redujo (p<0.05) el volumen tumoral al final

- PBS
Ratones nu/nu - CAV2, CAV2RGD, ICOCAV15, ICOCAV17 i.t. a 1x10'° vp/tumor
Ll .
)\ | , 1
2 Dia 7
e Dia0 Dia14

Esquema 3. Representacion de la metodologia usada para evaluar la eficacia intratumoral de los
adenovirus caninos en ratones nu/nu.
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Figura 18. Eficacia terapéutica in vivo de los adenovirus caninos en dos modelos tumorales caninos
xenografos de raton. Modelos xendgrafos de osteosarcoma (Abrams) y melanoma (CML1) se trataron
con: (a) una dnica dosis endovenosa de fosfato tamponado salino (PBS) 6 1x10™'vp/tumor de CAV2,
CAV2RGD, ICOCAV15 6 ICOCAV17; (b) tres dosis intratumorales (dia 0, 7 y 14) de PBS ¢ 1x101°vp por
tumor de CAV2, CAV2RGD, ICOCAV15 6 ICOCAV17 (esquema 3). Se representa la media de los valores
de volumen tumoral +SE (n=10-12). # p<0.05 comparado con todos los grupos. * p<0.05 comparado
con los grupos PBS y CAV2.

del experimento (dia 30) 1.52 veces comparado con el grupo PBS, 1.91 veces comparado con
el grupo tratado con CAV2, 1.87 veces comparado con el grupo tratado con CAV2RGD y 1.67
veces comparado con el grupo tratado con ICOCAV15. En el modelo CML1 el grupo tratado
con ICOCAV17 redujo (p<0.05) el volumen tumoral 5 veces respecto el grupo PBS y 2.7 veces
respecto el grupo tratado con CAV2 en el momento de sacrifico de los animales. Aunque las
diferencias entre el volumen tumoral de los grupos ICOCAV15 y PBS no alcanzé diferencias
significativas, las diferencias en porcentaje de crecimiento tumoral si lo lograron a dia 7y 12

(p<0.05).
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2.4.3.3. Supervivencia de ratones inyectados intratumoralmente

Después de inyectar intratumoralmente los ratones con tumores Abrams o CML1, se analizo
la supervivencia de estos mediante curvas de Kaplan-Meyer (Figura 19). El criterio de punto
final se establecié en > 500mm’ en ambos modelos. En el modelo de Abrams la
administraciéon de ICOCAV17 aumento la supervivencia de los ratones comparado con todos
los grupos (p<0.05). En el modelo de CML1, ICOCAV17 aumento la supervivencia comparado
con el grupo control PBS y el tratado con el Ad canino salvaje CAV2 (p<0.05). En este
modelo, ICOCAV15 prolongd la supervivencia media de los ratones de 13 y 15 dias a 20.5

dias comparado con el grupo PBS y el grupo CAV2 respectivamente (p=0.058).
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Figura 19. Supervivencia de los ratones después de la administracion intratumoral de los
adenovirus caninos. Curvas de supervivencia Kaplan-Meyer de modelos xendgrafos de Abrams
y CML1 tratados intratumoralmente (esquema 3). El criterio de punto final se estableci6 en
>500mm3. * p<0.05 comparado con todos los grupos. # p<0.05 comparado con los grupos PBS
y CAV2.

2.5. Determinacion de la presencia de acido hialuronico (HA) en tres modelos xenografos
de tumor canino

Con el fin de determinar la presencia o ausencia de HA en varios modelos tumorales caninos,
se realizé una immunotincién del HA en cortes parafinados de estos tumores. En la figura 20

se observa como los tumores de las lineas CML1 y Abrams muestran mayor cantidad
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(precipitado marrén) de HA que los tumores de 17CM98, donde la deteccién de HA fue

minima.

CML1 Abrams 17CM98

Figura 20. Deteccidn de acido hialurénico en tres modelos xenégrafos de perro. Deteccion de acido
hialurdnico en tumores xendgrafos de CML1, Abrams y 17CM98. La deteccidn se realizd por tincion
inmunohistoquimica mediante la proteina biotinilada de uniéon a acido hialurénico (HABP-b).
Amplificacion x200.

2.6. Casos clinicos

Una vez comprobada la eficacia de ICOCAV17 y presentando un perfil de seguridad por via
intratumoral muy bueno (ningin animal presentd efectos adversos), procedimos a tratar
pacientes caninos. El cdncer tiene una incidencia elevada en humanos pero también en
perros. Ademas en el caso de los perros, los tratamientos no estdn tan desarrollados, suelen
ser de caracter paliativo (Patil et al., 2012) ya que suelen ser trasladados desde la clinica
humana y no obtenidos especificamente para la clinica canina, lo que provoca altas tasas de
mortalidad (>50% en perros mayores de 10 afos; Hansen et al., 2004). Por tanto, un elevado
numero de pacientes no dispone de alternativas o posibilidades para luchar contra la

enfermedad.

A continuacién se detallan los cinco casos y en la tabla 4 se presenta un resumen

esquematico de todos ellos.
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2.6.1. Caso |

Historia clinica: Husky macho no castrado de 14 afos de edad, se presentd en el Hospital

Clinico Veterinario (Fundacié Hospital Clinic Veterinari) de la Universidad Auténoma de
Barcelona (UAB) con una masa subcutdnea localizada en la zona del prepucio. Dos afios
antes se habia extirpado quirdrgicamente un adenoma de glandulas sebdceas en la misma
region. Debido a la masa, el perro presentaba disuria. La biopsia por aspiracién fina confirmé
un adenoma infiltrativo. Debido a las condiciones de edad, estado fisico general y los
resultados esperados mediante el uso de tratamientos convencionales, se rehuso el uso de
cirugia y quimioterapia. Se propuso el tratamiento intratumoral con ICOCAV17 siendo

aceptado por los propietarios.

Evolucién clinica y respuesta al tratamiento: En el examen fisico el paciente presentaba una

condicién general pobre con debilidad del tercio posterior marcada. Los analisis bioquimicos
y hematoldgicos no mostraron ninguna alteracion. El perro fue inyectado intratumoralmente
con una dosis de ICOCAV17 de 1x10™ vp diluidas en un mililitro de PBS estéril. Pasadas 24
horas aparecid un sangrado leve en uno de los puntos de administraciéon que revertié en
pocas horas. A los 21 dias post administracion se observé pirexia leve (39.62C) por una causa
ajena al tratamiento experimental. Al tratar la causa de la fiebre con antibidticos ésta
revertio. Ni los exdamenes fisicos ni las bioquimicas o hematologias realizadas mostraron
signos de toxicidad durante todo el tratamiento. Los ensayos de coagulacion incluyendo el
PT (tiempo de protrombina), PTT (tiempo de tromboplastina activada) o los niveles de
fibrindgeno tampoco mostraron alteraciones.

Los problemas de micciéon desaparecieron a las 72 horas post administracién por una
reduccidon del volumen tumoral. Durante al menos 6 meses el tumor fue decreciendo
llegando a perder un 51% de su volumen (RECIST, Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors). En la figura 21 se muestran tanto las medidas hechas mediante pie de rey, largo y
ancho, como las realizadas por ecografia, midiendo la profundidad del tumor, a dia 0 (dia de
administracién) y a dia 180 post administracion. En las sucesivas revisiones el volumen
tumoral permanecid sin cambios hasta once meses después cuando se detectd un
crecimiento de la masa con unas medidas similares a las del inicio del tratamiento.
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Figura 21. Respuesta terapéutica después de una unica dosis intratumoral de ICOCAV17 en un
paciente de adenoma infiltrativo. El paciente | se presentd en el Hospital Veterinario con
problemas de miccién debido a una masa en la zona prepucial. Se diagnosticd una recidiva de un
adenoma previamente resecado mediante cirugia. Se administré 1x10* vp de ICOCAV17
intratumoralmente (dia 0). En ese momento el volumen tumoral era de 5.6cmx5cmx3.5cm. Seis
meses después el tumor se habia reducido un 51% (RECIST) con un volumen de
2.9cmx2.8cmx2.2cm (dia 180). El volumen se midid mediante pie de rey (panel izquierdo) y
mediante ecografia (panel derecho). # tejido tumoral; * tejido normal.

2.6.2. Caso ll

Historia clinica: Un macho no castrado de Podenco lbicenco de 7 afios de edad con lesiones

compatibles con osteosarcoma agresivo en la region proximal del hiumero derecho, se
presentd en el Hospital Veterinario de la UAB. El paciente presentaba una masa en la zona
humeral y una cojera marcada que no le permitia apoyar la extremidad. La masa se habia
detectado un mes antes, aunque la actividad del perro no se vio comprometida hasta
pasadas tres semanas. Mediante rayos X se detectd una fractura del hiumero y multiples
nodulos pulmonares compatibles con lesiones metastasicas (Figura 22). En el momento de la
exploracién el paciente mostraba un estado general bueno, con un nivel de alerta y apetito

correcto y sin alteraciones hematoldgicas o bioquimicas excepto un leve aumento de la
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fosfatasa alcalina (ALPK). El propietario declind la eutanasia y los protocolos convencionales,
seleccionando al paciente para el tratamiento experimental con ICOCAV17.

Evolucidén clinica y respuesta al tratamiento: Se administré ICOCAV17 guiado por ecografia

en cuatro puntos del tumor primario. La inflamaciéon de la zona impidié diferenciar
exactamente las zonas tumorales de las de tejido sano. Durante las 48 horas post
administracion se detectd inflamacion con aumento de temperatura en las zonas

administradas, revertiendo poco después.

Metastasis

-

Figura 22. Inmunohistoquimica de tejido sano, tumor primario y metastasis pulmonar de un paciente
de osteosarcoma (Caso Il). El paciente Il padecia un osteosarcoma en la extremidad anterior derecha. Se
inyectd ICOCAV17 en cuatro puntos del tumor usando un ecégrafo como guia. El paciente fue
eutanasiado a los 11 dias debido a una herida abierta. En el estudio anatomopatoldgico se encontraron
amplias zonas de necrosis en la lesion primaria y también en uno de los nddulos metastasicos
pulmonares. Se realizé una deteccion de Ad mediante inmunohistoquimica de cortes parafinados de
todos los tejidos (muscular, tumor primario, metastasis pulmonar). Se detectd replicacién viral en la
lesién primaria y también en la regién necrotizada del nédulo pulmonar. En el tejido sano (musculo)
circundante a los puntos de administracién no se detecté replicacion. En el panel central se observa una
barrera fibrética (area amplificada, flechas blancas). Panel superior: 100x. Panel inferior: 200x.
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No se observaron sintomas de toxicidad en el andlisis hematoldgico ni bioquimico y los
examenes fisicos no mostraron un empeoramiento de la calidad de vida del paciente. El
volumen tumoral no se redujo de forma detectable por ecografia ni radiografia. Diez dias
post administracion se detectéd en el examen fisico una herida abierta, con sangrado vy
pérdida de tejido. Esta herida se localizé distalmente al punto mas distal de administracién.
La causa mas probable fue una amputacién del tejido que cubria la zona tumoral inyectada.
Debido al mal prondstico del paciente y la herida se decidid eutanasiar al perro. En el
examen histopatolégico se detectaron amplias zonas de necrosis en los puntos del tumor
administrados con virus, mientras que las zonas de tejido sano, que fueron administradas
por error, solamente mostraron ligeras hemorragias. En una de las lesiones metastdsicas
también se observaron focos de necrosis. Posteriormente, se detectd replicacidén viral
mediante la inmunotincidon de estas muestras contra proteinas de la capside viral. En Ila
figura 22 se pueden observar ambas muestras (Tumor y Metdastasis). A modo de control,
también se tifid una muestra de tejido muscular adyacente, donde no se pudo detectar

replicacion viral (Figura 22, Musculo).

2.6.3. Caso Il

Historia clinica: Un macho Labrador Retriever, no castrado, de 7 afios de edad, se presento

en el Hospital Veterinario de la UAB con un mastocitoma (MCT) en la zona tordcica. El tumor
habia sido eliminado quirdrgicamente. Un mes después el propietario detectd un nédulo en
la misma zona, que mediante biopsia por aspiracién fina fue diagnosticado como una
reaparicion del MCT. Se aplicaron los protocolos convencionales de quimioterapia con
Vinblastina, Prednisona y Lomustina sin respuesta o beneficio. Se aplicd también un
tratamiento con Toceranib, un inhibidor de la tirosinasa, sin efecto alguno. El tumor empezdé
a sangrar y se ulcerd. Desde el momento del inicio del tratamiento con quimioterapia el
volumen aumenté un 200% (RECIST). Debido a la pobre respuesta terapéutica el paciente
fue seleccionado para el tratamiento con ICOCAV17. Las sinergias descritas mediante el uso

combinado de quimioterapia con hialuronidasa (Baumgartner et al., 1998; Desoize et al.,
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2000) y la rapida evolucién del tumor nos condujo a mantener el tratamiento con Toceranib.
También se administraron analgésicos y antibiéticos de amplio espectro.

Evolucidn clinica y respuesta al tratamiento: el paciente fue diagnosticado de MCT de grado

[l (Patnaick et al., 1984). Los analisis hematoldgicos y bioquimicos realizados antes de la
administracion del virus mostraron una elevacion leve de enzimas hepaticos (ALT y ALKP),
una ligera anemia (Hematocrito 26%) y trombocitopenia. Debido al volumen tumoral se
administrd el virus en diez puntos diferentes. Durante las 48 horas posteriores a la
administraciéon del virus se observé una marcada inflamacién del tumor con protrusion hacia
el exterior. A las 72 horas el tumor empezé a retraerse y se detectaron areas de necrosis. El
volumen tumoral se redujo progresivamente hasta 10 dias post administracion. Los valores
hematoldgicos y bioquimicos no cambiaron durante la primera semana, después se
empezaron a observar signos de fallo renal y hepatico con elevacién de los valores de
creatinina y enzimas hepaticos. Debido a la naturaleza inflamatoria intrinseca de los
mastocitos que componen el MCT, la lisis masiva de estas células tumorales durante varios
dias indujo un proceso inflamatorio generalizado. Esta respuesta inflamatoria junto con el
estado inestable del paciente causado por el sangrado del tumor provocé un fallo sistémico.
El paciente se eutanasié 10 dias después de la administracién. En ese momento el volumen
tumoral se habia reducido en un 70% (RECIST) (Tabla 4). En la necropsia se observaron
infartos en diversos érganos como rifidn, higado, bazo y corazén, con petequias e ictericia.
En conjunto, estos sintomas, condujeron a un diagndstico de coagulacién intravascular
diseminada (CID). El CID es una patologia compleja de origen multifactorial comun en perros
causada por un estado de coagulacién y sangrado coexistentes. Estados de viremia,
liberacion de agentes inflamatorios o dafios directos sobre el endotelio pueden inducir un

CID.

2.6.4. Caso IV

Historia clinica: Un macho no castrado de Golden Retriever de 7 afios de edad con un

osteosarcoma humeral diagnosticado previamente se presentd en el Hospital Veterinario de

la UAB. La amputacién de la extremidad fue rechazada por el propietario. Se traté al
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paciente con quimioterapia convencional, antiinflamatorios no esteroideos e inhibidores de
tirosinasa. Pasados dos meses y medio desde el inicio del tratamiento no se observé ningln
beneficio terapéutico y un estado de enfermedad progresiva era evidente. Ademas se
observaron lesiones compatibles con metastasis en la escédpula y la apdfisis espinosa de una
vértebra toracica. El paciente fue seleccionado para el tratamiento con ICOCAV17. Debido a
la rapida progresion de la enfermedad y la eficacia vista en el caso anterior también se
mantuvo la concomitancia entre el tratamiento con Toceranib y el nuevo tratamiento con

virus.

Evolucién clinica y respuesta al tratamiento: en los analisis hematolégicos y bioquimicos

previos a la administracion del virus sélo se observé una ligera elevacion de ALKP. Una vez
administrado el virus en la lesidn tumoral principal (hiumero), se observé inflamacién de las
zonas inyectadas. No se observaron signos de toxicidad en la bioquimica, la hematologia o
los ensayos de coagulaciéon, en ningin momento. La inflamacidn de las zonas inyectadas dio
paso a una estabilizacion del crecimiento localizada especificamente en esas zonas, aunque
la periferia del tumor progresé. En este caso no se observaron signos de actividad del virus ni
ningun beneficio en términos de calidad de vida. Dos meses después el paciente fue

eutanasiado.

2.6.5. CasoV

Historia clinica: Pastor Catalan de 15 afios de edad, hembra castrada. Se presentd en el

Hospital Veterinario de la UAB con historial de fibrosarcoma en la extremidad anterior
derecha en la zona distal del cubito, tratado previamente con radioterapia y extirpacion
quirdrgica. Se rehusé la amputacién. La bioquimica, la hematologia y el examen fisico no
mostraron desorden alguno. Debido a la recidiva del tumor el perro fue seleccionado para el

tratamiento con ICOCAV17 previo a una nueva extirpacidn quirurgica.

Evolucién clinica y respuesta al tratamiento: ICOCAV17 se administré en seis puntos

diferentes diluido en un mililitro de PBS. Se observd inflamacion del tumor después de la
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administracion del virus. A esta inflamacién, le siguidé un crecimiento progresivo del tumor
10 dias después de la administracién. No se observé ningln signo de toxicidad durante todo
el proceso. Pasados 15 dias el tumor fue extirpado quirdrgicamente. El estudio
anatomopatoldgico reveld zonas de replicacion viral, aunque no se observaron zonas de
necrosis. También se detectaron zonas del tumor sin presencia viral (Figura 23). El perro se
recuperé normalmente de la intervencion y no se ha detectado recidiva del tumor después

de 6 meses.

Figura 23. Presencia de virus en un tumor de fibro-sarcoma detectado mediante inmunohistoquimica.
Se presentd al Hospital Veterinario un Pastor Catalan con una recidiva de fibrosarcoma en la regién
distal de cubito. En este caso se realizd una nueva aproximacién de tratamiento con ICOCAV17 previa a
la extirpacion quirurgica del tumor. El tumor se resecciond 15 dias después de la administracion y se
incluyé en parafina. Secciones desparafinadas fueron tefiidas con un anticuerpo contra proteinas
tardias del adenovirus para detectar replicacién viral. Panel izquierdo: deteccién de Ad (precipitado
marrdn) en una zona tumoral subcutanea. Panel derecho: Corte tumoral sin deteccién de Ad. (*) piel;
(#) tumor. Amplificacion x100.
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2.6.6. Ensayos de control de los pacientes tratados
Con el fin de controlar diferentes variables de la cinética de los virus una vez administrados
en pacientes y la respuesta de los pacientes a esta administracidén se realizaron diversos

ensayos.

2.6.6.1. Cuantificacion de los titulos de anticuerpos

Todos los pacientes presentaban anticuerpos contra CAV2 antes del tratamiento. La
vacunacioén rutinaria de los perros con CAV2 hace que la mayoria de perros presenten
inmunidad. Como se observa en la tabla 4 todos los pacientes desarrollaron una respuesta
inmune aumentando los titulos de anticuerpos después de la administracion de ICOCAV17.
Los titulos aumentaron progresivamente excepto en el caso V donde la ultima lectura fue

inferior a la anterior.

2.6.6.2. Cuantificacion de la carga viral en sangre

Los niveles de virus en sangre se cuantificaron por qPCR. Los datos del Caso Il no estan
disponibles ya que no se dispuso de muestras. Los niveles de virus a diferentes tiempos se
muestran en la tabla 4. Sélo se pudo cuantificar el virus en sangre a tiempos cortos (dias 1-
4). Los niveles fueron disminuyendo progresivamente. La ultima deteccién de virus fue a dia

7 post administracidn en el caso IV. Posteriormente no se detectd virus en ninguna muestra.

2.6.6.3. Deteccidn de particulas virales infectivas en secreciones

Con el fin de asegurar que no se eliminaban particulas infectivas al medio, pudiendo
transmitirse el virus a otros animales, se analizaron las secreciones de los pacientes (saliva,
orina y heces) mediante una técnica de tincién de la capside viral o anti-hexdén. En ningun

caso se detectaron particulas infectivas que pudieran dar pie a transmisiones de virus.

Nuestros datos indican que la administracion de ICOCAV17 por via intratumoral parece
segura. La CID desarrollada por un paciente ha sido debida probablemente a la naturaleza

inflamatoria del tumor y a la actividad litica viral en la lesion tumoral. No se han observado
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otros signos de toxicidad. Hemos observado eficacia y diferentes muestras de actividad viral
en 4 de 5 pacientes con reducciones importante del volumen tumoral en dos pacientes.
Estos resultados sugieren que el uso de nuestro candidato en pacientes oncoldgicos caninos
pude ser de gran utilidad frente a la enfermedad oncoldgica, pudiendo crear sinergias con

diferentes terapias convencionales.
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Caso ll

Caso lll

Caso IV

Caso V

Tabla 4. Resumen de los pacientes tratados.

Tumor

Adenoma
infiltrativo

Osteosarcoma

Mastocitoma

Ostosarcoma

Fibrosarcoma

Quimioterapia
concomitante

No

No

Si

Si

No

80

2560

640

160

80

Anticuerpos neutralizantes
(dias post tratamiento)

3-5

640

5120

1280

160

7-10 11-15

128000 256000

1280

16000 256000 512000

32000

>15

32000

16000

0

0

o

Carga viral en sangre (vp/ml)
( dias post tratamiento )

1-2

1.1x10°

1830

1.2x10°

6.4x10°

Abreviaturas: PR, Respuesta parcial. SD, enfermedad estable. PD, enfermedad progresiva

Resumen del tipo de tumor, tratamiento concomitante, anticuerpos neutralizantes, carga viral en sangre, respuesta al tratamiento evaluada por RECIST 1.1,

cuestionario de calidad de vida, bioactividad viral y supervivencia de los pacientes.

34

3.5x10"

<500

9.8x10°

2.6x10°

(a) Cuestionario de calidad de vida (Qol). (b) Toceranib 2,75 mg/kg/PO/48h. (c) Pacientes alin con vida.

5-10

<500

1860

>15

0

RECIST
(%)

PR
(-51%)

SD

PR
(-70%)

PD

SD

Respuesta

Otros criterios®
(bioactividad
viral)

Mejora QoL

Qol estable
(necrosis en
tumor primario
y metastasis)

Empeoramiento
de QoL

Qol estable
(estabilizacion
del tumor en

zonas de

Qol estable
(estabilizacion
temporal del

tumor>
reseccion
quirdrgica)

Supervivencia
(dias)

>300°

11

10

70

>200°
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Discusion

1. Aumento de la potencia oncolitica de los adenovirus mediante el uso de virus adeno-
asociados

Los virus Adeno-asociados (AAV), son virus defectivos, que necesitan del aporte de ciertas
proteinas de otros virus para finalizar su ciclo viral. Entre los virus que ayudan a los AAV a
finalizar su ciclo encontramos los Adenovirus (Ad), el virus del papiloma humano (HPV) o
el Herpes Virus. La contaminacién de stocks de Ad por AAV se ha asociado a un fenotipo
de pérdida de produccion total adenoviral (Hoggan et al., 1966; Carter et al., 1979; Timpe
et al., 2006). En el caso de las contaminaciones de stocks de HPV, también se produce esta
pérdida de produccién total, aunque ademas se ha descrito una aceleracién del ciclo viral

del HPV (Agrawal et al., 2002).

1.1. Fenotipo de calva

En este trabajo hemos descrito un fenotipo de calva de apariciéon temprana y de aumento
del tamafio de ésta al combinar el Ad salvaje, Ad5, o el virus oncolitico, ICOVIR15, con el
AAV2 6 el AAV6. Este fenotipo ha sido observado a lo largo de dos semanas. La
conservaciéon del fenotipo durante este tiempo demuestra un aumento sostenido de la
capacidad de propagacidon de ambos virus a lo largo de multiples rondas de replicacién.
Como el fenotipo de calva grande se asocia al aumento de potencia oncolitica de los Ad,
pensamos que la combinaciéon de ambos virus podria sernos util en el campo de la

viroterapia.

El AAV2 ha sido utilizado como modelo de AAV en el estudio de sus interacciones con
otros virus. En este trabajo decidimos incluir también el AAV6 para disponer de un
abanico mas amplio y poder extender nuestro estudio mas alld del estandar AAV2.
Curiosamente el AAV6 mostrd un fenotipo mds marcado que el AAV2 en combinacién con
ambos Ad, el salvaje y el oncolitico. Sin embargo, la infectividad de estos serotipos ha sido
comparada previamente (Grimm et al., 2008), siendo esta mayor para el AAV2 en A549.
Ademads, como se observd posteriormente en los ensayos de produccién, AAV2

incrementd mas la liberacion viral del Ad5 que AAV6, aunque sin llegar a establecer
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significancia estadistica. Como se comenta posteriormente los ensayos de produccién
estan sujetos a una gran variabilidad. Las interacciones entre ambos virus (Ad y AAV) en
fases de su replicacion, por ejemplo una sinergia a la hora del transporte intracelular, la
encapsidacion o la liberacion de ambos virus podrian justificar este fenotipo mas marcado.
De todas formas, los multiples ciclos de replicacidn que deben darse para la formacién de
calvas refuerzan la elecciéon de AAV6 como un mayor potenciador del Ad. Por tanto

decidimos proseguir nuestros estudios con este AAV.
1.2. Aumento de la liberacion

Un fenotipo de calva grande se ha asociado también a un aumento de la liberacién de la
progenie viral (Doronin et al.,, 2003; Sauthoff et al., 2000; Gros et al.,, 2008). En
consonancia con este concepto, la coinfeccion de diferentes lineas celulares con Ad5 6
ICOVIR15 y AAV2 6 AAV6 provocd un aumento de la liberacion viral de los Ad. En el caso
del ICOVIR15 en combinacién con el AAV6, este aumento de la liberacidn viral se produjo
a diferentes tiempos dependiendo de la linea celular utilizada. En el caso de la linea NP9,
este aumento se produjo a las 48 horas post infeccion, mientras que para las lineas
HEK293 y A549 la mayor diferencia se detectd a las 24 horas post infeccidn. Hipotetizamos
gue una menor permisividad a la replicacion viral del Ad de la linea NP9, comparado con
las otras dos lineas, en términos de menor produccién total, podria ser la causa de esta
diferencia. De todas formas, el AAV6 aumento la liberacién viral de ICOVIR15 en todas las
lineas celulares (HEK293, A549 y NP9). Por otro lado, la coinfeccion con AAV6 redujo la
produccién viral total de ICOVIR15, tal y como esperdbamos (Carter et al., 1979; Timpe et
al., 2006), en las lineas HEK293 y A549 pero no en las NP9. Ademas este fenotipo de
aumento de liberaciéon fue observado también al combinar el Ad5 con AAV2 6 AAV6 en
A549, demostrando que no esta restringido al Ad oncolitico ni a un serotipo de AAV. Las
diferencias observadas entre el AAV6 y el AAV2 sobre la liberacién del Ad5 pueden ser
debidas a desviaciones de la técnica y son fruto de una sola ronda de replicacion viral,

siendo por tanto mas fiable el resultado de los ensayos de calvas.
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La produccidn total del Ad se reduce al combinarlo con AAV de manera dosis dependiente
(Timpe et al., 2006). Teniendo en cuenta los resultados de liberacién viral y produccién
total obtenidos, quisimos estudiar el efecto dosis dependiente del AAV6 sobre estos dos
pardmetros de ICOVIR15. Para ello coinfectamos células A549 con ICOVIR15 y varias dosis
de AAV6. Una dosis de 1000vp de AAV6 provocd el mayor ratio de liberacidon de virus
sobre virus total producido, con una liberacidon del 100% a partir de las 48 horas post
infeccion. Ademas esta condicién fue la que presenté mayor cantidad de virus total
liberado en términos absolutos a todos los tiempos independientemente de la cantidad
total producida. Por tanto, teniendo en cuenta sélo la cantidad de Ad en el sobrenadante,
el efecto del aumento de la liberacion viral seria mayor que el de la pérdida de produccion
total provocada por el AAV. El resto de dosis utilizadas de AAV6 también aumentaron la

ratio de virus liberado, aunque de manera menos marcada.

1.3. Incremento de citotoxicidad

Se han descrito varias estrategias para aumentar la liberacién viral de los Ad:
sobreexpresién de ADP (Doronin et al.,, 2003), induccién de apoptosis mediante la
delecién de genes como E1B19K (Sauthoff et al.,, 2000) o la insercion de genes
proapoptéticos (Sauthoff et al., 2003) o la bioseleccion de Ad mutagenizados
(Subramanian et al., 2006; Gros et al., 2008). La sobreexpresién de ADP y la induccion de
apoptosis aceleran la muerte celular (Doronin et al.,, 2003; Sauthoff et al., 2003;
Subramanian et al., 2006). También se ha observado que la coinfeccion de Ad con AAV
induce en las células infectadas una morfologia caracteristica similar a la de apoptosis, con
un encogimiento de las células y la formacidn de burbujas en las membranas (Timpe et al.,
2007). En este trabajo observamos esta morfologia similar a la apoptética tan pronto
como 36 horas post infeccién coinfectando con 1000vp de AAV6. Una dosis mucho mayor
de AAV6 (100000vp) no provoco tal fenotipo, siendo la morfologia celular parecida a la de
las células infectada solamente con Ad e indicando que posiblemente existe un rango de

dosis de AAV que provoque los mayores efectos sobre el Ad. Este fenotipo de morfologia
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celular se correlacioné con un aumento de la pérdida de viabilidad celular medida por la
liberacion de LDH y la capacidad de exclusién del azul de Tripano. Este aumento de la
citotoxicidad observado estd en consonancia con lo previamente descrito por Timpe y
colaboradores, describiendo un aumento de la citolisis y apoptosis durante los tres
primeros dia post infeccion en células A549 coinfectadas con Ad5 y AAV2. Por otro lado,
Jing y colaboradores (Jing et al., 2001) describieron una disminucion de la citotoxicidad del
Ad provocada por el AAV2 en células Hela. Esta divergencia puede ser debida al tipo
celular. Nuestros resultados en A549 y NP9 dan soporte a los de Timpe y colaboradores a

favor de un aumento de la citotoxicidad inducida por la coinfeccién con AAV.

1.4. Mecanismo del fenotipo

El mecanismo por el que el AAV aumenta la citotoxicidad del Ad no esta claro. En este
trabajo se ha descrito un aumento de la liberacién viral con un aumento de la
citotoxicidad y una morfologia caracteristica. En articulos anteriores se describe el
aumento de la apoptosis inducido por las proteinas Rep de los AAV (Timpe et al., 2006;
Zhou and Trempe, 1999; Zhou et al., 1999; Schmidt et al., 2000). La expresion de proteinas
Rep se autoinhibe en presencia de grandes cantidades de AAV (Carter et al., 1979; Timpe
et al., 2006), disminuyendo tedricamente los efectos proapoptéticos. Las proteinas ADP y
E1B19K estan relacionadas con la liberacidn viral, la apoptosis y el efecto citopatico
(Subramanian et al., 2006; Toleffson et al., 1996). Dejando a un lado la induccién de
apoptosis por las proteinas Rep, quisimos estudiar si diferencias en la expresion de
proteinas del Ad, tales como E1A, ADP 6 E1B19K, podian explicar la induccién de la
citotoxicidad inducida por el AAV. E1A y las proteinas de la capside disminuyeron de forma
dosis dependiente, manteniendo un patron de expresion temprano o tardio
respectivamente. En el caso de E1B19K, se mantuvo el patron y la disminucidon dosis
dependiente solamente hasta las 48 horas post infeccion, momento en el que se dio un
aumento de la expresion de esta proteina de forma dosis dependiente. Una explicacion

posible, es la activaciéon del promotor de E1B por Rep78 en ausencia de E1A descrita
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previamente (Jing et al., 2001). A tiempos tardios unos niveles bajos de E1A pueden
provocar el aumento de la expresion de E1B por Rep78. Coinfectando con 1000vp de
AAV6, dosis a la que vimos mayor ratio de liberacién viral, la expresion de ADP no parecid
verse afectada. Por otro lado, a 100000vp de AAV6, éste inhibid la expresion de ADP a
todos los tiempos, tal y como se ha descrito (Timpe e tal., 2006). Un rango de dosis
determinado de AAV6 parece ser crucial para observar el mayor aumento de liberacion
viral y citotoxicidad del Ad. Este rango debe, por un lado preservar la induccién de
apoptosis por expresion de proteinas Rep y disminucion de la expresion de E1B19K y por

otro, mantener la expresion de ADP y sus efectos de pérdida de viabilidad celular.

1.5. Incremento de la propagaciéon adenoviral

Desde el punto de vista viroterapéutico, nuestro objetivo es aumentar la lisis celular, la
propagacion y la potencia oncolitica de los adenovirus. Teniendo en cuenta el aumento de
la liberacidén viral y la citotoxicidad por una parte y la pérdida de produccion total del Ad
por otra, estudiamos el efecto del AAV6 en la capacidad de propagacién del ICOVIR15. Con
este objetivo, se realizaron ensayos de toxicidad mediados por la propagacién del Ad
utilizando diluciones seriadas de los virus (ensayos de ICso) en las lineas humanas A549 y
NP9, y en las lineas de hamster o ratéon HP-1, Amel-3, HAPT-1, pKin y CMT64. En las lineas
humanas el ICOVIR15 se propagd de forma mas rdpida en presencia de AAV6 de manera
dosis dependiente. La explicacién mas plausible es el aumento de la liberacién viral al
medio, que aumenta la velocidad de infeccion de las células vecinas. Utilizando una
estrategia de células transportadoras también observamos una disminucion de los valores
de ICso. Esta estrategia es interesante puesto que la administracidon de células infectadas
con Ad ha sido previamente utilizada en el campo de la viroterapia (Willmon et al., 2009).
Estos resultados indican que la pérdida de produccion viral total asociada al AAV es
compensada por una liberacién mads rapida y en mayor cantidad absoluta, lo que se
traduce en una mayor capacidad de propagacién y mayor citotoxicidad. En el caso de las

células murinas y de hamster, no se vieron diferencias significativas, posiblemente por una
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replicacion muy limitada del ICOVIR15, y se puede hipotetizar que también del AAV6. Bajo
nuestro conocimiento, sélo existe un estudio en el que se analice la replicacidon de un AAV
humano en células de otra especie (Bhrigu et al., 2009), mostrando un bloqueo a nivel
post internalizacion y una disminucidon de entre 30 y 40 veces de la produccién total de
AAV al combinarlo con un Ad murino. Debido a este resultado, no consideramos oportuno
evaluar la eficacia de la combinacién de Ad y AAV en modelos inmunocomptentes, lo que
hubiera permitido determinar si el aumento de la liberacion del virus al medio extracelular

era o no beneficioso en presencia de un sistema inmune competente.

1.6. Aumento de la eficacia terapéutica

Para aplicar todos estos resultados al campo de la viroterapia tratamos carcinomas de
pulmén (A549) y de pancreas (NP9) en modelos de ratén inmunodeficiente mediante la
administracion intratumoral de ambos virus. Debido a la existencia de publicaciones
donde se indica que el AAV puede actuar como un supresor de crecimiento tumoral (Khleif
et al., 1991), incluimos un grupo tratado sélo con AAV6. La coadministracién de ICOVIR15
con AAV6 aumentd la eficacia del ICOVIR15, disminuyendo el crecimiento tumoral 2.6
veces y 1.9 veces en el modelo de A549 y NP9, respectivamente, y aumentando el tiempo
medio de supervivencia. Cuando comparamos la cantidad de virus en el interior de los
tumores midiendo los genomas, no vimos diferencias entre el grupo tratado con Ad sélo o
con AAV6. Esto puede deberse a que el aumento de la liberacién va acompafiado de una
disminucion de la produccion total lo que compensaria la cantidad absoluta final de virus

presente en el tumor.

1.7. Aplicaciones potenciales y posibles mejoras

La aplicacion practica de esta estrategia requiere de la coinfeccién de las células por
ambos virus, por eso coadministramos los dos virus a la vez. Aunque la administraciéon

intratumoral es muy utilizada, idealmente, la administracion sistémica seria preferible
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para alcanzar todas las lesiones en casos de enfermedad diseminada. La administraciéon
sistémica de ambos virus requeriria del estudio de la biodistribucién del AAV en ratones
portadores de tumores. De todas formas, debido al bajo tropismo por el tumor de los Ad,
las posibilidades de coinfeccion con el AAV serian minimas. En este sentido nuevas
aproximaciones que permitan la coinfeccién de las células tumorales por ambos virus de
manera eficiente deben ser exploradas. El uso de células transportadoras seria una
opcién, como ha sido demostrado previamente (Coukos et al., 1999; Garcia-Castro et al.,
2005; Hamada et al., 2007). Otra estrategia podria ser la administracién de vectores no
virales que portasen plasmidos infectivos con ambos genomas virales (Kwon et al., 2011).
Esta estrategia es factible ya que el AAV es infectivo al transfectar un plasmido circular y
existen pldsmidos capaces de liberar el genoma del Ad una vez transfectados (Stanton et
al., 2008). Por otro lado, el mecanismo exacto por el cual se produce este incremento en
la liberacién adenoviral, aumentando la propagacion, resta por conocer. Estudios previos
indican que los efectos de los AAV sobre los Ad son mediados por las proteinas Rep, con
diferentes intensidades segun la proteina. La caracterizacién de este efecto de liberacién
aumentada podria acotar a una sola proteina la causalidad. Posteriormente, mediante la
expresién de esta proteina por insercién en el genoma adenoviral, se podria generar un

Ad con este fenotipo sin necesidad de combinarlo con un AAV.

Con todo lo citado anteriormente vemos que el uso de virus adeno-asociados en
combinacidn con un adenovirus aumenta la citotoxicidad y la potencia oncolitica de éstos.
Aunque se hace necesaria la coinfeccidn, ensayos de eficacia con adenovirus oncoliticos
deben siempre ser precedidos de una comprobacién de la presencia de virus adeno-
asociados. Ademds el uso de esta aproximacion no requiere de modificaciones en el
genoma del adenovirus, haciendo susceptible de su combinacién a cualquier adenovirus
oncolitico que queramos potenciar. A la vez, como los virus adeno-asociados no han sido

descritos como patdgenos su uso es tedricamente seguro.
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2. Desarrollo de un adenovirus oncolitico canino como tratamiento para la clinica
veterinaria y modelo para la clinica humana con adenovirus

La replicacién de manera especie especifica de los Ad representa un reto a la hora de
evaluar las propiedades de estos virus en modelos preclinicos. Nuevos modelos han sido
propuestos recientemente (Jogler et al., 2006; Hallden et al., 2003; Lichtenstein et al.,
2009), aunque éstos siguen aun presentando importantes carencias. Por ejemplo, en los
modelos de roedores como el ratéon y el hamster, es necesario implantar tumores
artificiales, siendo ademas estas especies poco o nada permisivas a la replicacién del Ad
humano. Estos tumores implantados artificialmente, presentan una tasa de crecimiento
muy rapida que no permite formar una estructura tumoral compleja como la de los
tumores espontaneos. Ademas la respuesta del sistema immune se ve alterada, ya sea por
esta rapida tasa de crecimiento o por una deplecidn directa en el caso de los ratones
atimicos. Estas caracteristicas limitan los beneficios de estos modelos a la hora de

pronosticar resultados clinicos en humanos.

El perro se ha utilizado como modelo para la terapia del cdncer en humanos desde los
afos 60 (Paoloni and Khanna, 2008). En este contexto, la replicacion del Ad5 en algunas
lineas caninas, tanto primarias como establecidas, ha sido demostrada previamente
(Ternovoi et al., 2005), sugiriendo el perro como un buen modelo para realizar ensayos
preclinicos con Ad humanos de replicacién condicional. En otro estudio reciente, Euler y
colaboradores (Von Euler et al., 2008) inyectaron un vector basado en el Ad5 humano
(AdCD40L), en dos pacientes caninos con melanoma, obteniendo muy buenos resultados,

lo que invita al uso de esta terapia en la clinica humana.

El perro y el Ad canino tipo 2 (CAV2) se han propuesto como un modelo incluso mejor que
los anteriores para tratamientos basados en Ad (Hemminki et al., 2003; Smith et al., 2006;
Arendt et al., 2009). Aspectos como la influencia del medio, la homologia del genomay la
esperanza de vida en aumento son mas similares entre perros y humanos que entre estos
y los roedores. Ademas, la incidencia de cancer y su evolucién clinica en perros, comparte
muchas caracteristicas con las humanas, lo que refuerza aun mas el uso de esta
combinacion (perro-CAV2) como modelo (Paoloni and Khanna, 2008).
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En un estudio anterior, un Ad oncolitico basado en CAV2 (OCCAV), con E1A bajo el control
del promotor de ostocalcina, demostré una replicacién selectiva en células de
osteosarcoma canino y un beneficio terapéutico en modelos xendgrafos de osteosarcoma
(Hemminki et al., 2003). Por otro lado Smith y colaboradores (Smith et al., 2006)
administraron 2x10*? vp de OCCAV por via intravenosa a Beagles de laboratorio sin tumor,
demostrando la seguridad de este virus. Se observaron efectos adversos de cardcter leve,
y en un solo caso se produjo una neutropenia calificada como grave. Es importante
recalcar la ausencia de necrosis o alteraciones graves de los érganos de mayor tropismo

por el Ad, el higado y el bazo, en la necropsia.

En otro estudio realizado en nuestro grupo, este mismo virus fue administrado por via
intratumoral o intravenosa mediante células transportadoras (D17 y Abrams)
demostrando un beneficio terapéutico frente a la administraciéon del virus desnudo en
modelos xendgrafos de osteosarcoma canino (Abrams) con animales sin inmunizar y
previamente inmunizados (Alcayaga-Miranda et al., 2010). Al trasladar esta aproximacién
a la clinica veterinaria, los resultados de eficacia han sido poco esperanzadores
administrando la combinacidn células-virus por cualquiera de las dos vias. No se observd
eficacia, con enfermedad progresiva en ambos casos y siendo sacrificados los pacientes al
cabo de 1 y 6 meses respectivamente. Aun asi el tratamiento resultd seguro sin efectos
adversos graves. Solamente se dio una inflamacién de la extremidad donde se ubicaba el
tumor, posterior a la administracién intratumoral, que revertié con AINEs (resultados no

publicados, Tesis Doctoral Francisca Andrea Alcayaga Miranda).

Por tanto, la seguridad del OCCAV ha sido probada en perros en dos estudios diferentes y
administrando el virus desnudo y mediante células transportadoras. Ahora bien, la
efectividad en pacientes con osteosarcoma aun estd por demostrar. En este sentido, la
restriccion de la replicacion de OCCAV a células que expresen osteocalcina limita mucho el
numero de pacientes susceptibles de ser tratados. Un virus bajo el control de un
promotor, con un tropismo mas amplio, seria de mas utilidad al poder administrarlo

eficazmente en un abanico mas amplio de pacientes con diferentes tumores.
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En esta parte del trabajo hemos construido ICOCAV17, un Ad canino oncolitico basado en
el CAV2 para el tratamiento de un amplio abanico de canceres caninos. Ademas las
similitudes que este virus presenta con su homdlogo humano, ICOVIR17 (Guedan et al.,
2010), lo hacen apropiado para extrapolar los datos obtenidos de un modelo singénico y

con tumores espontaneos al campo de la clinica humana.

2.1. Modificacion de la capside

En un primer paso, insertamos el motivo RGD en el Hi-loop de la fibra del Ad canino, ya
que en el caso de los Ad humanos esta insercion aumenta la infectividad y permite una
infeccion de manera independiente del receptor del coxsackievirus (CAR) (Dmitriev et al.,
1998; Suzuki et al., 2001). Ademas, las células tumorales expresan niveles bajos de CAR,
pero expresan altos niveles de integrinas (Suzuki et al., 2001). El efecto de esta
modificacion no podia ser extrapolado del Ad humano debido a las diferencias existentes
en las vias que utilizan cada uno de los Ad, humano y canino, a la hora de infectar células.
Ademas, el CAV2 no presenta un motivo de unién a integrinas en su capside (Soudais et
al., 2000; Chillén and Kremer, 2001). El CAR y las integrinas influyen en la infeccién y el
transporte celular de CAV2 pero su mecanismo exacto aun esta por definir. En todo caso
en este trabajo la insercidon de un motivo RGD en la fibra del CAV2 aumentd la infectividad

y la capacidad de propagacion en tres lineas tumorales caninas.

Disponer de un vector con expresion de un gen reportero hubiese sido de gran utilidad
para evaluar especificamente los cambios de infectividad mediados por esta nueva
capside. Sin embargo, no fue posible su generacién. Por otra parte, ensayos para
demostrar explicitamente la via de infeccién de CAV2 y CAV2RGD hubieran reforzado la
prueba de concepto de la estrategia. Ensayos de blogqueo con uno y otro virus o con CAR
soluble o con el péptido RGD nos permitirian clarificar las diferencias entre ambos. Un
analisis exhaustivo de las vias de infeccion de CAV2 y la presencia o no de moléculas como

integrinas, CAR o MHC en las células caninas seria de gran relevancia para el proyecto.
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2.2. Modificacion del promotor de E1A

Los promotores basados en lugares de unién a E2F han sido ampliamente utilizados para
controlar la transcripcion de los Ad, confiriéndoles selectividad y aumentando la potencia
oncolitica de los mismos (Cascallé et al., 2007; Johnson et al., 2002; Rojas et al., 2010;
Rojas et al., 2009; Tsukuda et al., 2002). En este trabajo, con el objetivo de conseguir una
selectividad basada en E2F, se insertaron cuatro palindromos imperfectos que contenian
ocho lugares de unién a E2F y ademas se inserté un lugar de unién a Sp-l en el promotor
endogeno de E1A del CAV2 y el CAV2RGD vy el lugar de unién de E1A a pRB fue
delecionado generando una A21E1A. Para ello se utilizé la homologia, previamente
descrita (Shibata et al., 1989), entre la E1A de Ad5 y la de CAV2. La delecion A24 en el Ad
humano, homéloga a la A21 en el CAV2, impide que el virus libere el E2F celular de los
complejos E2F-pRb, confiriéndole selectividad por las células con el promotor de E2F
activado (via de pRb desregulada). Este es el caso de la mayoria de las células tumorales
(Cascallo et al., 2007). Por otro lado, impide la replicaciéon viral en células que no estén
dividiéndose (promotor E2F inactivo, via de pRb no alterada). En este trabajo la
modificacion del promotor de E1A canino aumentd la produccion total del CAV2,
aumentando la citotoxicidad en células tumorales, a la vez que disminuyd la produccién

total en mas de un 80% en células caninas no tumorales diferenciadas.

Otro sistema, mas valido debido al completo arresto del crecimiento celular, para
determinar la selectividad viral, es el uso de tejidos como cortes de higado e islotes
pancreaticos (usados para Ad humanos). En nuestro caso debido a la menor disponibilidad
de muestras no se pudo realizar esta aproximacion. Ademas la falta de anticuerpos (p.ej.
anti E1A) del CAV2, nos impidié valorar especificamente las diferencias en la expresion de

E1A inducidas por las modificaciones de las cajas E2F y la A21.
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2.3. Insercion de la PH20

Otro aspecto importante en la terapia del cancer basada en los Ad es la limitada
diseminacion de éstos por el tumor debido a las barreras del estroma tumoral (Strauss et
al., 2009; Jang et al., 2003). Entre estas barreras, la presencia de matriz extracelular rica
en acido hialurénico (HA) limita la eficacia de los Ad oncoliticos impidiendo su
diseminacion por el tumor. La presencia de HA en los tumores humanos es elevada (Toole
et al., 2004), pero también en los de origen canino (Docampo et al., 2007). En relacién a
este concepto, medimos la cantidad de HA en varios tumores xendgrafos caninos
mediante immunotincion. Tanto los tumores de la linea CML1 como los de la linea Abrams
presentaron gran cantidad de HA en su matriz, mientras que los de la linea 17CM98

presentaban escaso o nulo nivel de HA.

La PH20 es una hialuronidasa presente en el esperma de mamiferos (Sabeur et al., 2002)
con una secuencia genética muy conservada (Lathrop et al.,, 1990). La PH20 humana
degrada el HA, su sustrato, a pH neutro, mientras que la PH20 de origen canino tiene
mayor actividad a pH acido (Sabeur et al., 2002). Debido a la naturaleza xenogénica del
DNA del CAV2 en el perro junto con lo citado anteriormente, no consideramos utilizar la
PH20 canina para armar nuestro Ad canino. Para ligar la expresiéon de hialuronidasa a la
replicacion viral insertamos el transgén bajo el control del aceptor de corte de la proteina
Illa canina (IllaSA). El IllaSA canino se obtuvo por alineacion de las secuencias del CAV2
con las del Ad5. Esta alineacidon habia sido realizada previamente (Tormanen et al., 2006).
Esta estrategia resultd muy efectiva, alcanzando ICOCAV17 altos niveles de expresion de
hialuronidasa. En futuros disefios de Ad oncoliticos caninos, esta estrategia resultard muy
util debido a su efectividad y a la vez a su minimo espacio gendmico suplementario
necesario para la incorporacion del aceptor de corte. Por otro lado la verificacion de la
expresion asociada a la replicacién (fase tardia del ciclo) resta por demostrar, aunque
tedricamente al asociar la expresién a un aceptor de corte de una proteina tardia esta

deberia seguir la misma cinética de expresion.
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2.4. Ensayos de potencia oncolitica y toxicidad

Los ensayos in vitro no mostraron ninguna desventaja para ICOCAV17 comparado con su
virus parental ICOCAV15. Sin embargo, en los ensayos in vivo por administracion
intratumoral si vimos una ventaja terapéutica para el virus armado con la PH20 en los dos

modelos analizados.

Por otro lado la ventaja terapéutica obtenida mediante la administracion intravenosa de
los virus caninos oncoliticos fue limitada. Ademas se observé una gran toxicidad de estos
virus comparados con los grupos PBS o administrados con los virus sin cdpside modificada
(CAV2 e ICOCAV15n0RGD) en términos de pérdida de peso pero no en nivel de plaquetas

en sangre (trombocitopenia) o encimas hepaticos.

Al comparar estos resultados con los de su homdlogo humano, ICOVIR17, se hace patente
gue, aunque compartan caracteristicas y propiedades como el tropismo y la patologia en
condiciones naturales, capside modificada con el motivo RGD, E1A bajo el control de la via
de Rb y la expresidon de PH20 bajo el control del lllaSA, la toxicidad inducida y el tropismo
y la eficacia demostrados al inyectarlo sistémicamente en ratones distan mucho. La
toxicidad observada sugiere que en el caso de los Ad caninos, ésta es mediada por la
capside y no involucra al higado, algo que en el caso de los hAd es comun. La
trombocitopenia causada es a priori superior en el caso de los Ad caninos y también
mediada directamente por la cdpside. La causa especifica de la pérdida de peso, es aun
desconocida, aunque también implica la cdpside, y requerirda de mas ensayos para
esclarecerla. Como vemos ambos virus se comportan de forma muy diferente en el
modelo murino, lo que aconseja, como minimo, actuar con precaucién a la hora de
administrar por via intravenosa estos virus en pacientes caninos. Smith y colaboradores
han demostrado la seguridad de OCCAV inyectando 2x1012vp por via intravenosa. Lo que
sugiere que esa dosis, si como esperamos la toxicidad es principalmente mediada por
capside, es segura, marcando un posible punto de partida para un escalado de dosis en el

tratamiento de pacientes.
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2.5. Casos clinicos

El principal objetivo fue alcanzar las fases clinicas, tratando pacientes caninos, con un virus
oncolitico completamente capaz de replicarse en su huésped. Hasta la fecha se han
tratado 5 perros con tumores de diferente origen con nuestro candidato mediante

administracion intratumoral.

Bajo nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se tratan pacientes caninos con un

Ad canino de replicacion condicional armado con un transgén.

La dosis administrada fue de 1x10'* vp de ICOCAV17. Esta dosis resulté de aplicar un
factor de seguridad de 10 veces respecto a la dosis administrada en ratones y ajustada por
el peso. También es importante recalcar el ensayo de Smith y colaboradores con sélo un
evento adverso grave, lo que da aun mayor seguridad a la dosis administrada en este

trabajo.

En ningln caso se observaron signos de toxicidad asociados directamente a la
administracion de ICOCAV17. Los andlisis bioquimicos, hematoldgicos y las pruebas de
coagulacion realizados a diario durante al menos los cuatro primeros dias post
administracion no dieron muestras de toxicidad sistémica. Aunque se llegaron a alcanzar
valores de 10’ particulas virales por mililitro de sangre, la toxicidad fue nula. La actividad
litica del virus en los tejidos diana, o tumores, provocé los eventos adversos observados
en este trabajo. En el Caso Il el paciente sufrié una lesidn traumatica, posiblemente por
autoamputacion de parte del tejido que recubria una de las zonas de administracion del
virus y por la necrosis que el virus indujo en la masa tumoral. En el Caso lll se diagnosticé
una Coagulacion Intravascular Diseminada (DIC) como resultado de la lisis masiva del
tumor y su prolongado estado de sangrado, lo que condujo a una respuesta inflamatoria
generalizada. Para obtener mejores resultados en el futuro, pacientes con tumores
proinflamatorios como el mastocitoma y pacientes con volimenes tumorales elevados
deben ser evitados, y en el caso de tratarlos, manejarlos con extremo cuidado y con
prevision de sucesos adversos de esta naturaleza. A parte de estos dos eventos no se

observaron otros efectos adversos en ningun caso. Las inmunotinciones realizadas en los
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tejidos sanos adyacentes inyectados por error no mostraron ninguna evidencia de
replicacion viral, y en el examen macroscépico realizado tampoco se observaron signos de
necrosis. Ningun paciente presentd alteraciones en los tejidos sanos adyacentes a las
zonas inyectadas. Todas estas evidencias apoyan la selectividad del promotor de E2F/A21
vista en los ensayos in vitro y sugieren una buena tolerancia a la administracién

intratumoral de ICOCAV17.

El criterio basado en RECIST (Eisenhauer et al., 2009) ha sido cuestionado como éptimo a
la hora de valorar la eficacia de los tratamientos con virus ya que los virus suelen inducir
inflamacién y aumento del volumen tumoral, lo que puede ser malinterpretado como
crecimiento tumoral y progresion de la enfermedad. Otros criterios basados en indices de
calidad de vida (Reid et al., 2013) o tiempos de supervivencia han sido propuestos como
métodos mas fiables a la hora de valorar la eficacia de los tratamientos. En este trabajo
hemos observado eficacia usando RECIST en los Casos | y lll con un 51% y un 70% de
reduccion tumoral respectivamente. Los beneficios del tratamiento concomitante con
virus y Toceranib en el Caso Il deberan ser estudiados en profundidad en futuros trabajos,
aungue se encuentran en la linea de las sinergias demostradas al combinar la viroterapia
con tratamientos farmacoldgicos convencionales. Ademas, se observé un beneficio en
términos de calidad de vida en el Caso | con una resolucion rapida de los problemas de
miccién causados por el tumor. También observamos signos de necrosis de areas
tumorales de la lesién primaria y ademas en un nédulo metastasico en el Caso Il,
asociados a replicacién viral, sugiriendo un beneficio asociado a la actividad viral y
justificando la continuacion de los ensayos con ICOCAV17 en casos de osteosarcoma. En
los Casos IV y V no se observaron beneficios tan claros, aunque se detecté presencia de
replicacion viral en el tumor del Caso V. También se observd una estabilizacidon temporal
post administracion de las zonas inyectadas. El tumor del Caso V fue extirpado
quirdrgicamente 15 dias después de la administracion. La recuperacidn de la cirugia fue
totalmente normal, y hasta la fecha, mads de medio afio después, no se ha detectado
recidiva del tumor. Este hecho refuerza la seguridad del tratamiento con ICOCAV17 vy

podria sugerir un beneficio en términos de tiempo libre de enfermedad.
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En términos de eficacia, la respuesta ha sido mejor que en estudios anteriores, sin
embargo no se han alcanzado respuestas completas y en algin caso, no ha habido
respuesta alguna, lo que indica que si existen ciertos tumores resistentes a la actividad
viral y que la diseminacién viral adin no es suficiente extensa. Se hace necesaria la
busqueda de nuevas aproximaciones que permitan a los virus eliminar este tipo de células
resistentes y mayor capacidad de diseminacion. En este caso, la inserciéon de toxinas o

genes suicidas en el genoma viral seria una opcion como se ha comentado anteriormente.

Todos los pacientes tenian niveles detectables de anticuerpos circulantes frente a CAV2
antes del tratamiento. Los niveles aumentaron en todos los pacientes de manera
significativa después del tratamiento. En estudios previos realizados tanto en modelos
animales como en pacientes humanos, se ha sugerido que la existencia de inmunidad
contra el virus, previa al tratamiento, podria aumentar la seguridad de los tratamientos sin
afectar a la eficacia en casos de administracién intratumoral. En este trabajo el paciente Il
mostroé los niveles iniciales mas altos de anticuerpos neutralizantes. Aun asi, el virus fue
capaz de inducir necrosis en la lesién primaria y también en un nédulo metastasico,
pudiendo sugerir un transporte de particulas infectivas hasta la lesion metastasica aun en
presencia de anticuerpos neutralizantes. Recientemente un nuevo estudio ha demostrado
la proteccidn de las particulas virales de Ad5 frente a los anticuerpos neutralizantes por el
factor de coagulacién X (Xu et al., 2013), aunque las interacciones del CAV2 con los

factores de coagulacién aun son desconocidas.

Los niveles de anticuerpos aumentaron progresivamente hasta la ultima medida en todos
los casos excepto en el Caso V. Esto podria hacernos pensar que al extirpar el tumor,
también eliminamos la fuente de virus, perdiendo por tanto la fuente de antigenos que
estimulaban la creacién de anticuerpos. La presencia de virus en sangre se ha asociado a
la replicacion viral en el tumor. En este trabajo se ha observado una actividad oncolitica
sostenida hasta 6 meses después de la administracion (Caso ), aunque los niveles de virus
en sangre fueron disminuyendo progresiva y rapidamente siendo la ultima deteccion de
virus a los 7 dias post inyeccidn. Por tanto es muy probable que aunque se hayan dado
rondas de replicacion viral, la rapida eliminacion del virus del torrente sanguineo haya
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impedido su deteccion. En global, no hemos encontrado una relacion entre niveles de

anticuerpos o virus en sangre y la eficacia antitumoral o toxicidad.

2.6. Vision global y perspectivas

El tratamiento de pacientes caninos con ICOCAV17 por via intratumoral parece ser seguro.
Hemos observado eficacia en dos casos bajo RECIST, en un adenoma infiltrativo y un
mastocitoma. Ademas se han resuelto los problemas de micciéon causados por el tumor en
un tiempo corto (3 dias). También, se ha detectado replicacion viral en los tumores de dos
pacientes (Casos Il y V) y la induccidn de necrosis causada por replicacién viral en la lesién
tumoral primaria y un nédulo metastasico. El esfuerzo en incluir pacientes en estado no
tan avanzado de enfermedad y con menores cargas tumorales, permitira obtener mejores

resultados de eficacia y a la vez disminuir los efectos adversos observados.

Es importante también determinar los motivos por los que ciertos tipos celulares son
resistentes a la lisis viral para poder prever la eficacia del tratamiento. Nuevas estrategias
encaminadas a aumentar la citotoxicidad viral en las células tumorales seran necesarias si
gueremos tratar tipos tumorales resistentes. Ademas, teniendo en cuenta que la
administracion de hialuronidasa mejora la eficacia de ciertos agentes quimioterapéuticos,
la combinacion de estos agentes con ICOCAV17 podria inducir sinergias en la eficacia de
ambos. Finalmente, es importante tener en cuenta que la incidencia del cdncer y su
mortalidad en perros debe ser tomada como un reto para seguir investigando nuevas
aproximaciones terapéuticas veterinarias, a la vez que la elevada incidencia de cancer en
perros debe ser tomada como una fuente valiosa de modelos para el desarrollo de

adenovirus oncoliticos y otros agentes terapéuticos en la clinica humana.
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10.

11.

La coinfeccidon con virus adeno-asociados (AAV) provoca un fenotipo de calva
grande, un aumento de la liberacidn al medio y una disminucion de la produccién
total de los adenovirus (Ad).

La coinfeccion con Ad y AAV induce una citotoxicidad acelerada.

El incremento de la liberacién adenoviral al medio causada por AAV compensa la
pérdida de produccién total de Ad, aumentando la propagacidn de los Ad in vitro.

La coinyeccién intratumoral con AAV mejora la eficacia terapéutica del Ad
oncolitico ICOVIR15.

La inserciéon del motivo RGD en el HI-loop de la fibra mejora la infectividad y
aumenta la citotoxicidad del CAV2.

La modificacion del promotor de E1A del CAV2RGD mediante la inserciéon de
lugares de unién a E2F y la delecién A21, disminuye la produccién viral en una linea
no tumoral de perro y la aumenta en varias lineas tumorales, incrementando la
citotoxicidad.

La expresidn de PH20 humana mejora la eficacia terapéutica intratumoral en dos
modelos xendgrafos en ratén.

La administracion sistémica en ratones de los Ad caninos produce una marcada
trombocitopenia y pérdida de peso que se agrava en el caso de los virus con el
motivo RGD y el gen de la PH20, pero no altera las funciones hepaticas en ningln
caso.

La administracidon intratumoral del Ad oncolitico canino ICOCAV17 en cinco
pacientes caninos ha resultado segura, sin evidencias de toxicidad hepatica o
hematoldgica, ni tampoco de replicacién en tejidos no tumorales. Sin embargo, la
actividad litica de ICOCAV17 en tumores de naturaleza inflamatoria puede
ocasionar efectos adversos.

Tras la administracion intratumoral de ICOCAV17 en cinco pacientes se han
observado dos respuestas parciales con disminucion significativa del volumen
tumoral. En dos casos se ha observado replicacién viral intratumoral, en uno de
ellos asociada a la presencia de necrosis tumoral.

Los resultados sugieren quelCOCAV17 es un buen candidato para el tratamiento de

tumores caninos y su interpretacion como modelo de la clinica humana con
adenovirus, aunque presente diferencias manifiestas con ICOVIR17.
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