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Resumen

El sistema TK/GCV es, problamente, la estrategia suicida mejor
caracterizada hasta el momento. No obstante, se desconocen muchos
aspectos relacionados con su mecanismo de acciéon. Con el objetivo de
indentificar condicionantes de la respuesta TK/GCV, realizamos un
estudio comparativo de la expresiéon de genes y de las vias de
sefializacion que se activan en células sensibles y en células resistentes al
tratamiento. Asi, pudimos asociar la actividad de la quinasa Chkl, y la
expresion de genes involucrados en el control del ciclo celular, con una
mayor respuesta al sistema suicida. Asi mismo, determinamos que la
combinacién de TK/GCV con el inhibidor de Chkl UCN-01 produce un
efecto antagonico en las células sensibles a TK/GCV. Por otro lado, la
terapia combinada capaz de lisar las células e inducir muerte celular por
fosforilacion de GCV, en un unico agente (ICOVIRI11), resultd en una
potenciacion de sus efectos citotoxicos, permitiendo la compensacion de
la pérdida de potencia secundaria al uso de un promotor selectivo de
tumor. Mas aun, la expresion de TK como gen tardio de ICOVIRI11,
permitié la monitorizacion in vivo y de manera no invasiva, de la
actividad TK y la replicacion viral.

Abstract

Although extensively characterized, the paradigmatic suicide system
TK/GCYV conceals the details of its ultimate mechanism of action. In order
to shed some light on this issue, we conducted a series of experiments
with resistant and sensitive cell lines, allowing us to identify cell cycle-
related genes that are deregulated in cells with induced resistance to
TK/GCV. In addition, the association of Chkl activation with a greater
sensitivity to TK/GCV, pointed out the relevance of the cell cycle status at
the moment of receiving the treatment, and its control in response to
genotoxic insults. Treatment with a Chkl inhibitor induced, in sensitive
cells, an antagonistic effect on TK/GCV cytotoxicity. On the other hand,
single-agent combination therapy of TK/GCV with adenoviral lysis
resulted in enhanced cytotoxicity. In this setting the expression of TK as a
late gene in an oncolytic adenovirus minimized the loss of potency
associated to the conditioning of viral replication. On top of that, TK
expression allowed for in vivo, real time, non-invasive monitoring of viral
replication in mice, and was used to analyze the effects of treatment
schedule on treatment outcome.






Prefacio

El tratamiento del cancer plantea varios e importantes desafios a la
medicina moderna. El adenocarcinoma pancreatico humano, en
particular, representa actualmente la cuarta causa de muerte por
cancer en paises industrializados, presentdindose con un prondstico
sumamente desfavorable debido a la ausencia de terapias efectivas
para su tratamiento. Entre las terapias experimentales que
involucran la transferencia de genes, la que utiliza el sistema suicida
TK/GCV constituye una alternativa prometedora para el tratamiento
de esta y otras patologias. El presente trabajo ha sido realizado en el
marco de un grupo de investigacion que desde hace varios afios
auna esfuerzos con el objetivo de optimizar la aplicacion de este
tratamiento, interviniendo a diversos niveles. En este contexto, el
trabajo expuesto en esta memoria ha estado enfocado hacia el
estudio de aspectos mecanisticos de la induccidon de citotoxicidad
por el sistema TK/GCV y de los procesos moleculares que
condicionan la respuesta de las células tumorales al tratamiento,
sobre la base de un anélisis comparativo entre células con diferentes
grados de sensibilidad y procurando integrar la informacién
obtenida utilizando diversos modelos experimentales. Teniendo
presente la variabilidad intrinseca que presentan las células
tumorales, se ha hecho especial hincapié en el disefio, desarrollo y
evaluacion de terapias combinadas tendientes a incrementar su
eficacia terapéutica, mediante el tratamiento conjunto con farmacos,
con agentes moduladores de la expresion de genes endogenos y con
estrategias de viroterapia, con el objetivo de ampliar el espectro de
células tumorales susceptibles de ser eliminadas mediante la
aplicacion de la terapia con TK/GCV.
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INTRODUCCION

“Curiosidad: Impulso humano que oscila entre lo grosero y lo sublime. Lleva a escuchar
detras de las puertas o a descubrir América”

José Maria Eca de Queiros






1. INTRODUCCION

1.1 Control de la proliferacion celular

Los organismos multicelulares necesitan mantener un control
minucioso de la proliferacion celular para garantizar el correcto
funcionamiento de todos sus componentes. Para mantener la
estructura y la funcionalidad de cada tejido, es necesario garantizar
la presencia de determinados tipos celulares de manera organizada,
tanto en términos de localizacion espaciotemporal como de
abundancia relativa. Para ello, dichos organismos han desarrollado
mecanismos de control sobre la tasa de replicacién y la viabilidad
celulares, los cuales acttan, en muchas ocasiones, en detrimento de
la supervivencia de células individuales.

Para incrementar el ndmero de células eucariotas de una
determinada poblacion, éstas atraviesan ciclicamente una serie de
fases que se diferencian entre si en funcion del contenido de ADN
gendmico, de su actividad metabdlica y del tamafio celular. Dichas
fases se denominan: GO (contenido de ADN = 2n), que corresponde
a las células quiescentes que han cesado de proliferar; G1
(contenido de ADN = 2n), durante la cual se sintetizan las proteinas
necesarias para la posterior sintesis de ADN y se acumulan
nutrientes para hacer frente al costo energético del proceso,
produciendo un aumento en el tamafo celular; S (contenido de
ADN intermedio entre 2n y 4n), durante la cual se replica el ADN
genomico; G2 (contenido de ADN = 4n), durante la cual se
sintetizan los componentes celulares necesarios para generar dos
celulas hijas idénticas a partir de la célula original, produciendo asi
un aumento de tamafio de ésta; M (contenido de ADN = 4n),
durante la cual cesa el incremento de tamafio celular y los
cromosomas se ordenan en el ecuador preparandose para su
posterior segregacion, concluyendo con la citoquinesis que da lugar
a dos células hijas.

a) Control del ciclo celular

La tasa de proliferacion celular es determinante durante el
desarrollo embrionario para dar lugar a los tejidos del organismo y
también en la edad adulta para conservar la funcionalidad de los
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mismos. El control de este proceso esta orquestado por una
compleja red de eventos moleculares que, a partir de sefiales
extracelulares como factores de crecimiento, abundancia/carencia
de nutrientes, contacto con células vecinas, entre otros, activaran la
entrada de las células en fase S, estimulandola a replicar su genoma
y dividirse, o bien inducirdn un estado de quiescencia v,
eventualmente, la muerte de la célula. A continuacién se
mencionan algunos de los mediadores involucrados en el control de
la progresion en el ciclo celular.

La via pRb/E2F

El gen RB1 fue descubierto a raiz de la asociacion entre la presencia
de una forma mutante del mismo, con pérdida de funcién, y el
desarrollo de tumores oculares (retinoblastoma), acufidndose asi el
concepto de gen supresor tumoral (Cavenee, Dryja et al. 1983).
Posteriormente, se describié la actividad inhibitoria del producto de
RB1, pRb, sobre la actividad transactivadora del factor de
transcripcion E2F (Chellappan, Hiebert et al. 1991). La actividad de
E2F es crucial para la transicion de fase G1 a S del ciclo celular,
dado que activa la transcripcion de genes necesarios para la sintesis
de ADN (Leone, DeGregori et al. 1998). La inhibicion que ejerce
pRb sobre la actividad de E2F depende de la interaccion fisica entre
ambos, que puede ser a su vez inhibida por la hiperfosforilacion de
pRDb. Las enzimas responsables de la fosforilacién de pRb son las
denominadas quinasas dependientes de ciclinas (CDK, cyclin-
dependent kinases).

Quinasas dependientes de ciclinas

Las ciclinas son proteinas cuyos niveles varian a lo largo del ciclo
celular, debido a una estricta regulacion a nivel transcripcional, que
permite la expresion de las mismas en los puntos del ciclo en los
que es necesaria su funcion (Tabla | 1).

Tabla 11. Fase de ciclo en que se expresa cada ciclinay CDK que regula.

Fase de ciclo Ciclina CDK
celular
Gl D, E 4,2,6
S A E 2
G2 A 2
M B 1
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Estas proteinas ejercen un efecto regulador sobre la actividad
enzimatica de las quinasas dependientes de ciclinas, con las cuales
forman complejos heterodiméricos con actividad serina/treonina
quinasa. Dicha actividad es inhibida al disminuir los niveles
celulares de ciclina, evento que produce la disociacion del
complejo.

Durante el transcurso de la fase G1 del ciclo celular, los niveles
celulares de ciclina D aumentan, generandose asi los dimeros
CDKA4/Ciclina D y/o CDKG6/Ciclina D, capaces de fosforilar pRb en
las posiciones Thr821 and Thr826 (Takaki, Fukasawa et al. 2005).
Esta fosforilacion produce la disrupcion del complejo pRb-E2F,
incrementandose de esta manera los niveles de E2F libre que sera
capaz de activar la transcripcion de sus genes diana. Uno de estos
genes es, a su vez, una ciclina: ciclina E, cuya actividad es necesaria
para que se inicie la sintesis de ADN (Mazumder, DuPree et al.
2004).

Checkpoints

Durante la progresion en el ciclo celular, cada célula debe replicar
la totalidad de su genoma. En una célula humana, esto implica
copiar 3 x 10° pares de bases por cada divisién. Se estima que la
tasa de errores del proceso de replicacion del ADN gendmico
humano es de 1 x 10, es decir , por cada mil millones de bases
incorporadas en las nuevas moléculas de ADN, la maquinaria de
sintesis mantiene la identidad de la secuencia original excepto por
una base que es incorporada errdneamente. La alta fidelidad del
proceso se debe a aspectos termodinamicos que favorecen el
apareamiento especifico entre las bases de las cadenas antiparalelas,
pero también a la accion precisa de las enzimas ADN polimerasas
involucradas en la sintesis del ADN, que presentan ademas
actividad exonucleasa que les permite reemplazar bases
incorporadas erroneamente (McCulloch and Kunkel 2008).

Ademas de los errores inherentes a la actividad de la maquinaria
biosintética, existen otros factores capaces de compromenter la
fidelidad en la transmisién del material genético a las céulas hijas,
tales como la accion de metabolitos derivados del propio
metabolismo de la célula (por ejemplos, especies reactivas de
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oxigeno, radicales libres) o bien factores externos (radiacion
ultravioleta, radiaciones ionizantes, exposicion a contaminantes o a
agentes quimioterapicos con propiedades genotdxicas). Para mitigar
este problema, existen mecanismos de control que evalGan si la
célula esta en condiciones de continuar su progresion en el ciclo de
replicacion, o bien debe detenerse para reparar el dafio. Estos
mecanismos de control se denominan checkpoints y actlan en
distintos puntos del ciclo celular, siendo los mas estudiados los que
actuan en el final de la fase G1 (punto de restriccion, PR), en el
final de la fase G2, durante la fase M y durante la fase S. Los
checkpoints de fase G1 (también conocido como de fase G1/S) y de
fase S se activan en respuesta a insultos genotoxicos. El checkpoint
de fase G2 es el responsable de permitir el inicio del proceso de
mitosis una vez se ha replicado el ADN gendmico. EIl checkpoint
de la fase M, también llamado checkpoint de huso mitético o
checkpoint de metafase, es el responsable de verificar que los
cromosomas se han alineado en el ecuador de la célula, debido a la
tensién bidireccional ejercida por las proteinas del huso mitético. A
continuacion se describen brevemente los eventos moleculares que
gobiernan el funcionamiento de los checkpoints activables por dafio
en el ADN.

El punto de restriccién al final de G1 es el responsable de permitir
el inicio de la replicacion del ADN. En células que deben entrar en
quiescencia y en células que son sometidas a carencias de
nutrientes, la proteina pl6 (CDKN2A) se une a CDK4/6,
desplazando a ciclina D, inhibiendo la fosforilacion de pRb por el
complejo CDKA4/6-Ciclina D. Por el contrario, si existe una sefial
externa de proliferacion, aumenta la expresion de ciclina D, la cual
compite con pl6 por la union con CDK4/6, regulando
positivamente la actividad quinasa del complejo, fosforilando pRb y
desencadenando la transcripcion de los genes dependientes de E2F
(Weinberg 1995) (Bartek, Bartkova et al. 1996) (Sherr and Roberts
1999) (Sherr 2000), incluyendo el que codifica para la ciclina E,
reguladora de la actividad de CDK2, necesaria para gque se produzca
el inicio y el desarrollo de la fase S (Bartek and Lukas 2001). En
respuesta a un insulto genotdxico, se activa el checkpoint mediante
la fosforilacion de las quinasas ATM (del acrénimo en inglés de
Ataxia Telangiectasia Mutated) y/o ATR (del acrénimo en inglés de
ATM- and Rad53-related). Estas, a su vez, activan las quinasas
Chk2 y Chk1, que seran capaces de iniciar, mediante fosforilacion,
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el proceso de degradacion proteosomal de la fosfatasa Cdc25. Esta
fosfatasa es la encargada de desfosforilar Cdk2, permitiendo asi la
actividad enzimética del complejo Cdk2/Ciclina E. Al disminuir los
niveles de Cdc25 por activacion del eje ATM/ATR-Chk2/Chk1,
Cdk2 se mantiene fosforilada, impidiendo asi la activacion de los
genes de fase S, y las células retrasan su progresion, acumulandose
en el final de la fase G1. Estos eventos constituyen la primera
respuesta celular a las lesiones en el ADN, iniciandose entre veinte
y treinta minutos después de producirse el dafio, y mantiéndose
durante un periodo de varias horas. No obstante, el mantenimiento
prolongado de las células en fase G1 se consigue mediante otra via,
que se inicia simultdneamente a la via temprana, pero los efectores
de la via tardia podran ejercer su funcion biolégica al cabo de varias
horas. Esta segunda via involucra la acumulacion del producto del
gen supresor tumoral p53 y la consiguiente activacion
transcripcional del inhibidor de ciclinas p21°*"#", La acumulacién
de p53 se debe principalmente a un incremento en la vida media de
la proteina, mediante la fosforilacién en la serina 15, por parte de
ATR y/o ATM, ademas de la fosforilacién en la serina 20, por parte
de Chk1 y/o Chk2. Este incremento en los niveles de p53 induce un
aumento en los niveles de p21P™a™  que resultard en una
inhibicién en la activada de Cdk2/ciclina E y en la consiguiente
inhibicidn del transito de fase G1 a fase S. En caso de no repararse
el dafio en el DNA, p53 es la encargada, ademas, de inducir la
eliminacion de la célula, mediante muerte por apoptosis (Bartek and
Lukas 2001).

El checkpoint de fase S es responsable, principalmente, de detener
de manera transitoria la progresion del ciclo celular en caso de
detectar dafios en el ADN durante su biosintesis, permitiendo asi la
reparacion de la lesion o induciendo senescencia 0 muerte por
apoptosis en caso de no poder solucionar el dafio. Si bien el
checkpoint de fase S es probablemente el menos caraterizado, su
funcionamiento independiente de la funcionalidad de p53 lo
convierte en virtualmente la Gnica via de control de la integridad del
ADN en la mayor parte de las células tumorales, que presentan
alteraciones en algun nivel de la via de p53. Aun asi, se pueden
diferenciar tipos principales de respuesta a dafio genotéxico durante
fase S: el checkpoint de replicacion, dependiente de la sintesis de
ADN vy el checkpoint de fase S propiamente dicho, que se activa
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durante esta fase, pero la deteccion de las lesiones que lo activan se
produce independientemente de la sintesis de ADN.

El checkpoint dependiente de replicacion se activa cuando el avance
de la horquilla de replicacion de ADN se ve interrumpido por
deplecién de deoxinucledtidos, por inhibicion de la enzima ADN
polimerasa o bien colision con una region del ADN que presenta
una estructura aberrante, por ejemplo dimeros de timidina inducidos
por radiacion ultravioleta. La funcién de este checkpoint no sélo
consiste en inhibir la activacién de nuevos origenes de replicacion
en el genoma, sino también en estabilizar la estructura de la
horquilla de replicacion para poder reestablecer la sintesis, una vez
solucionado el problema, en el mismo punto en que se detuvo
(Lopes, Cotta-Ramusino et al. 2001) (Tercero and Diffley 2001). La
proteina de replicacion A (RPA, de Replication Protein A) se une al
ADN de cadena simple de la horquilla de replicacion para permitir
la accion de la ADN polimerasa durante el transcurso normal de la
sintesis de ADN. Cuando ésta se ve inhibida, RPA es capaz de
reclutar la proteina ATRIP (proteina que interacciona con ATR,
ATR-Interacting Protein) y ATR (Helt, Cliby et al. 2005) (Zou and
Elledge 2003), produciendo la activaciéon de Chkl y la consiguiente
inhibicion de los complejos Cdk/Ciclina, pero ademas inhibiendo la
puesta el inicio de replicacion de ADN en otros puntos del genoma,
mediante un mecanismo que involucra las proteinas claspina,
RAD17 y el complejo RAD9-RAD1-HUS1 (9-1-1) (Bartek, Lukas
et al. 2004).

El checkpoint de fase S propiamente dicho (independiente de
replicacion), en cambio, es activado por lesiones tipo DSB (Double
Strand Breaks, rupturas en ambas hebras del ADN), que pueden
producirse por accion de radiaciones ionizantes, farmacos
radiomiméticos o bien por sintesis de ADN a través de una
estructura aberrante. A diferencia del checkpoint dependiente de
replicacion, el de fase S (también Ilamado intra-S) no necesita de la
presencia de una horquilla de replicacion para detectar el dafio, de
manera que lesiones presentes en regiones del genoma que no se
estdn replicando son capaces de activar esta respuesta. Esta
activacion puede producirse por dos vias alternativas y a la vez
complementarias. Por un lado, existe una respuesta rapida mediada
por activacion de ATM y subsecuente activacion de Chk2, que sera
capaz de difundir en todo el nacleo celular en escasos segundos,
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ejerciendo su actividad inhibitioria sobre la sintesis de ADN
mediante la degradacion de Cdc25A e inhibicién de Cdk2/Ciclina
E. La répida activacion de esta via se debe en gran parte a que ATM
se activa por autofosforilacién, como consecuencia de los cambios
topoldgicos que se producen en la cromatina circundante a las
lesiones DSB, en contraposicién con la otra via de activacion,
dependiente de ATR, para cuya activacion es necesario el
procesamiento de las lesiones para generar regiones de ADN de
simple cadena. Estas regiones seran recubiertas por RPA, que sera
capaz de reclutar los complejos ATR-ATRIP y desencadenar una
respuesta similar a la del checkpoint dependiente de replicacion. Es
esta necesidad de proesamiento de las lesiones la que determina la
accion tardia de esta via de activacion del checkpoint (Bartek,
Lukas et al. 2004).

b) Muerte celular programada

La muerte celular programada, 0 apoptosis, es un proceso
fisiologico que se encuentra frecuentemente desregulado en
patologias neoplasicas. Este proceso fue originalmente definido
como una serie de cambios morfoldgicos que precedian a la muerte
celular, en contraposicion a los cambios asociados a la muerte por
necrosis. Algunos rasgos caracteristicos de la muerte por apoptosis
son la condensacion de la cromatina, la disminucion del tamafio del
nucleo celular (picnosis) y la formacion de cuerpos apoptoticos, es
decir, restos celulares provistos de membrana plasmatica. A nivel
molecular, la muerte por apoptosis se caracteriza por el clivaje
internucleosomal del ADN, por accion de un complejo enzimatico
denominado CAD (del acrénimo en inglés de Casapase-activated
DNase). La activacion de este complejo constituye el Gltimo evento
de una cascada de activacion, por clivaje proteolitico, de una familia
de enzimas denominadas caspasas (del acrénimo en inglés de
cysteinyl-aspartate-specific proteinase). Esta cascada puede ser
iniciada, de acuerdo al modelo actualmente aceptado de induccion
de apoptosis, por dos vias diferentes: la via intrinseca (0
mitocondrial) y la via extrinseca (0 mediada por receptores). En la
via intrinseca una serie de sefiales intra- y extracelulares (como por
ejemplo: dafio en el ADN producido por drogas o radiaciones
ionizantes) estimulan la pérdida del potencial transmembrana de
mitocondria (Aym) Y la liberacion de factores pro-apoptéticos, como
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citocromo c, al citosol. Como consecuencia, se forma un complejo
multiproteico con actividad enzimatica denominado apoptosoma,
que conduce a la activacién de la caspasa 9, iniciando la cascada de
activacion proteolitica mencionada anteriormente.

La via extrinseca, en cambio, es desencadenada por el
entrecruzamiento de los denominados receptores de muerte (death
receptors) en respuesta a la unién de sus ligandos (TNFa, ligando
de Fas, TRAIL). Seguidamente, los dominios de muerte (death
domains) se unen al extremo carboxilo-terminal de la proteina
FADD (del acrénimo en inglés de Fas-associated death domain-
containing protein) produciendo la formacion del complejo DISC
(death-inducing receptor signalling complex) y la activacion de la
caspasa 8. Como consecuencia se produce la activacion de la
caspasa 3 y en este punto confluyen las dos vias de activacion de
apoptosis. En algunas lineas celulares se ha descrito la activacion de
Bid por accién de caspasa 8, conduciendo a la activacion de la via
intrinseca (Scaffidi, Fulda et al. 1998). Se han descrito receptores
capaces de unirse a ligandos como TRAIL y TNFa, entre otros,
pero que carecen del dominio de muerte intracitoplasmatico
necesario para la transduccion de sefiales, actuando de esta manera
como moduladores de la activacion de la via extrinseca.

Por otra parte, proteinas de la familia de Bcl-2 ejercen un efecto
regulatorio sobre la via intrinseca, sea estimulando (Bax, Bid) o
inhibiendo (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) la liberacion de factores pro-
apoptdticos de la membrana mitocondrial. Bcl-xL, ademés , es
capaz de inhibir la induccion de apoptosis mediada por TRAIL en
lineas celulares de cancer de pancreas (Hinz, Trauzold et al. 2000).
Existen, ademas, proteinas denominadas IAP (de inhibitor of
apoptosis) capaces de inhibir ambas vias en varios niveles, cuya
expresion alterada en lineas celulares derivadas de cancer y en
tejidos tumorales ha sido relacionada con el desarrollo de
resistencia al tratamiento con quimioterapicos (Waxman and
Schwartz 2003).

1.2 Cancer de Pancreas

El pancreas es un organo glandular de aproximadamente quince
centimetros de longitud por tres centimetros de amplitud y dos

10
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centimetros de grosor, localizado transversalmente en la cavidad
abdominal, por detras del estbmago a la altura de la primera y
segunda vértebras lumbares. Desde el punto de vista anatébmico se
lo puede dividir en tres porciones: la cabeza, el cuerpo y la cola. La
cabeza del pancreas se localiza en el asa duodenal, formada por la
segunda porcion del duodeno, y constituye la region de mayor
amplitud de la glandula. El cuerpo constituye la region que continda
desde la cabeza, ascendiendo ligeramente por detras del estbmago y
estrechdndose hasta culminar en la cola del pancreas, situada en el
extremo izquierdo del abdémen, junto al bazo. Desde el punto de
vista funcional se lo puede dividir en dos compartimentos con
funciones especializadas y diferentes. El pancreas endocrino es el
responsable de la produccion vy liberacion en el torrente sanguineo
de las hormonas insulina, glucagon y somatostatina, involucradas en
la regulacion de los niveles sanguineos de glucosa, ademas de
grelina y del polipéptido pancreético, involucradas en la regulacion
de la funcién del pancreas exocrino. El pancreas exocrino, por su
parte, es responsable de la produccion de las enzimas involucradas
en la digestion de alimentos a nivel intestinal, que son vertidas en
duodeno como componentes del jugo pancreatico, a través del
conducto de Wirsung y el conducto de Santorini. El jugo
pancreatico esta constituido principalmente por agua, sales
minerales, bicarbonato y las enzimas digestivas tripsina,
quimiotripsina, amilasa, carboxipeptidasa, lipasa, ribonucleasa y
desoxirribonucleasa (Magee 2002).

Si bien se han descrito patologias neoplésicas tanto del
compartimento endocrino como del compartimento exocrino, la
vasta mayoria (aproximadamente el 95%) estd constituida por
tumores malignos del tejido exocrino. Los tumores del pancreas
endocrino se clasifican en funcién de la hormona producida por la
célula originaria del tumor, subclasificAndose de acuerdo a la
actividad secretoria de los mismo. Asi, un insulinoma, un
glucagonoma, un gastrinoma, un somatostatinoma y un VIPoma
son tumores generados a partir de células productoras de insulina,
glucagon, gastrina, somatostatina y péptido intestinal vasoactivo
(VIP), respectivamente. Estos a su vez pueden ser funcionales o no
funcionales, dependiendo de si secretan o no las respectivas
hormonas.  Los tumores del pancreas exocrino se clasifican de
acuerdo a su morfologia, siendo los de morfologia ductal los méas
frecuentes, denominados adecarcinoma ductal de pancreas o PDA

11
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(del acrénimo en inglés de Pancreatic Ductal Adenocarcinoma). A
lo largo del presente trabajo se harad referencia a esta patologia
como adenocarcinoma pancreatico, PDA o cancer de pancreas,
indistintamente.

a) Aspectos epidemioldgicos y clinicos

A pesar de tener una incidencia de 37680 nuevos casos por afio,
posicionandose en decimotercera posiciéon en términos de
frecuencia, el cancer de péancreas constituye la cuarta causa de
muerte por cancer en paises desarrollados, con una mortalidad anual
estimada en 34290 y una esperanza de vida mediana de seis meses
desde el diagndstico (Jemal, Siegel et al. 2008). La edad (superior a
cincuenta afnos), el sexo masculino, la raza (negra), consumo de
tabaco y dietas ricas en carnes y grasas, pancreatitis cronica y/o
diabetes y exposicion ocupacional a ciertos agentes quimicos. A
pesar de no ser considerada una enfermedad heriditaria, la presencia
de casos de cancer de pancreas en la familia incrementa las
probabilidades de padecer la enfermedad (Cartwright, Richards et
al. 2008).

El prondstico desfavorable que presentan los pacientes y naturaleza
agresiva de esta enfermedad se fundamentan en caracteristicas
anatomopatologicas de las lesiones tumorales, asi como en aspectos
farmacoldgicos de las células cancerosas. Aproximadamente el
cincuenta por ciento de los pacientes presentan ictericia, debido a la
hiperbilirrubinemia directa provocada por la compresion del esfinter
de Oddi, en el caso de que el tumor primario se localice en la
cabeza del pancreas. La localizacion retroperitoneal del pancreas
dificulta la palpacién del 6rgano durante la anemnesis, siendo
necesaria la utilizacion de técnicas de bioimagen, como por ejemplo
tomografia axial computerizada, para localizar las lesiones.

La ausencia de signos y sintomas especificos dificultan el
establecimiento de un diagnostico precoz. La enfermedad cursa de
manera subclinica durante los primeros estadios, siendo la principal
causa de morbilidad y mortalidad la presencia de lesiones
metastasicas en higado. Un escaso diez por ciento de los pacientes
diagnosticados son candidatos a someterse a reseccion quirdrgica

12
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del tumor, que constituye actualmente el Unico tratamiento con
posibilidades de curacion. Aun en ausencia de metastasis, la
invasion de estructuras vasculares tales como vena porta, eje
celiaco, vena o arteria mesentérica superior o de la arteria hepética
constituye un criterio de exclusion para la aplicacion de cirugia
curativa (Cartwright, Richards et al. 2008).

b) Aspectos histopatoldgicos, citogenéticos y moleculares

El adenocarcinoma pancredtico de fenotipo ductal se clasifica de
acuerdo a un criterio histopatoldgico, dado su aspecto de ductos con
desorganizacion del epitelio cubico e invasion del lumen ductal,
aunque existe una gran controversia en relacion a la identidad de la
celula que da origen a los tumores. No obstante, un modelo de
progresion lineal describe la asociacion entre la presencia de ciertas
mutaciones y el estadio de la progresion tumoral. Asi, una de las
primeras  alteraciones  morfolégicas  observadas es la
desestructuracion del epitelio cuboidal, para dar lugar a un epitelio
pseudoestratatificado, durante la denominada metaplasia de
transicion, que posteriormente cambiara a un epitelio columnar con
tincion positiva para mucina en el citoplasma de las células. Este
estadio es considerado una lesién premaligna, denominada PanlIN-
1A (del acronimo en inglés de Pancreatic Intraepithelial Neoplasia-
1A, neoplasia intraepitelial pancredtica 1 A). La presencia de
lesiones papilares o micropapilares define el siguiente estadio,
denominado PanIN-1B. Durante estos dos estadios tendrian lugar
las primeras alteraciones genéticas y cromosomicas, que consisten
en acortamiento telomérico (van Heek, Meeker et al. 2002) y
activacion del oncogén Kras (Lohr, Kloppel et al. 2005). La
inactivacion del gen supresor tumoral p16™<** y la sobreexpresion
de la ciclina D1 se hallan con mayor frecuencia a partir del estadio
PanIN-2, caracterizado por la pérdida de la polaridad basal de los
nucleos del epitelio y por la presencia de atipias nucleares.
Finalmente, durante el estadio PanIN-3 o adenocarcinoma in situ,
caracterizado por el engrosamiento del epitelio, pleomorfismo
nuclear e invasion del lumen ductal, se producirian las mutaciones
con pérdida de funcién de los genes supresores tumorales p53 y
BRCAL1 y la pérdida de heterocigosis para el locus DPC4/SMADA4,
alterando asi la via de sefializacion de TGF- (Wilentz, lacobuzio-
Donahue et al. 2000; Hruban, Adsay et al. 2001; Maitra, Adsay et
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al. 2003; Hruban, Takaori et al. 2004). Recientemente, se ha
sugerido la revision de dicho modelo, planteandose, por ejemplo, la
posibilidad de la existencia de vias alternativas de progresion y de
la presencia de barreras que bloquearian el avance de las lesiones
hacia el establecimiento del adenocarcinoma. (Real, Cibrian-Uhalte
et al. 2008).

Otras lesiones premalignas descritas, aunque menos caracterizadas,
son las denominadas IPMN (del acrénimo en inglés de Intraductal
Papillary Mucinous Neoplasm, neoplasia mucoide papilar
intraductal) y MCN (del acronimo en inglés de Mucinous Cystic
Neoplasm, neoplasia quistica mucoide). Estas lesiones darian lugar
al desarrollo de adenocarcinoma ductal pancreédtico por vias
alternativas, presentando las mismas alteraciones genéticas, aunque
variando probablemente el orden de aparicién de las mismas.

c) Aspectos farmacoldgicos

Las células de adenocarcinoma ductal pancredtico se caracterizan
por ser refractarias al tratamiento con quimioterapicos
convencionales. En pacientes diagnosticados con enfermedad local
avanzada o con enfermedad metastasica, se aplica el farmaco
gemcitabina como tratamiento paliativo de los sintomas de la
enfermedad, presentando un modesto efecto prolongador de la
supervivencia de los pacientes. Existen diversos estudios clinicos
cuyo objetivo es conseguir incrementar la esperanza de vida de los
pacientes, mediante la aplicacion combinada de gemcitabina con
otros farmacos antineoplasicos, tales como 5-fluorouracilo,
cisplatino, cetuximab, entre otros (Cartwright, Richards et al. 2008).
En la linea de los tratamientos con regimenes multimodales, la
aplicacion de un regimen de quiomioterapia con gemcitabina en
pacientes que habian sido sometidos a reseccion quirdrgica del
tumor indujo un incremento en el tiempo de supervivencia de los
mismos (Neoptolemos, Stocken et al. 2004), alentando el desarrollo
de nuevas aproximaciones terapéuticas que involucren
quimioterapia y que permitan la instauracion de un regimen mas
localizado y agresivo.
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1.3 Terapia Génica del Cancer

La terapia génica se define como el conjunto de tratamientos que
utilicen material genético (ADNc, ARN, etc) como agente
terapéutico, incluyendo un amplio y variado espectro de estrategias
terapéuticas, dependiendo de la enfermedad a tratar y del tejido
diana. Dentro de las terapias disefiadas para tratar enfermedades
neopldsicas, cuyo objetivo no es la correccion a largo plazo de una
funcion fisioldgica sino la destruccién de las células diana, pueden
distinguirse tres grupos que engloban la mayor parte de estrategias
terapéuticas: terapias tendientes a potenciar la accion del sistema
inmune (mediante expresion de citoquinas o quimioquinas en el
tejido tumoral, 0 mediante la expresion de receptores antigénicos en
células del sistema inmune, entre otras), terapias con genes toxicos
(que producen un efecto citotoxico directo en las células tumorales)
y terapias con genes suicidas (que permiten la activacion enzimatica
de prodrogas en metabolitos citotdxicos).

a) Terapias con genes suicidas (GDEPT, VDEPT)

La terapia con genes suicidas, también conocida como
quimioterapia molecular, GDEPT (del acrénimo en inglés de Gene
Directed Enzyme Prodrug Therapy, terapia con prodroga activada
enziméaticamente, dirigida por genes) o VDEPT (Virus Directed
Enzyme Prodrug Therapy) cuando se utilizan vectores virales para
transferir el gen terapéutico, consiste en la expresion exdgena de un
gen o ADNCc que codifica para una enzima capaz de convertir una
prodroga inocua en un metabolito toxico. Dicha prodroga es
administrada sistémicamente, y sbélo sera capaz de inducir
citotoxicidad en las células que hayan incorporado el transgén. La
principal ventaja de este tipo de terapias frente a la quimioterapia
convencional, radica en la posibilidad de alcanzar altas
concentraciones del principio activo en el tejido diana, minimizando
los efectos adversos asociados al tratamiento. Esta accion localizada
trae aparejada un incremento en la ventana terapéutica del
tratamiento, permitiendo el establecimiento de una terapia mas
agresiva (Portsmouth, Hlavaty et al. 2007).

La especificidad tisular depende tanto de la enzima terapéutica
como del vector de transferencia génica utilizado. Asi, en una
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situacion ideal, la enzima terapéutica no debe expresarse en otros
tejidos del organismo y su expresién ectopica debe ser necesaria y
suficiente para metabolizar eficientemente una gran cantidad de
prodroga en el tejido tumoral. Para alcanzar esta situacion, se
utilizan habitualmente enzimas de organismos no mamiferos. La
naturaleza inmunogénica de las enzimas provenientes de otras
especies constituye el principal efecto colateral, que puede tener
efectos positivos y negativos en términos de induccion de una
respuesta antitumoral. Por un lado, la expresion de antigenos virales
0 bacterianos en las células tumorales puede estimular el sistema
inmune del paciente, produciendo el reclutamiento y la activacion
de células inmunes efectoras, contribuyendo a combatir el
establecimiento de un microambiente inmunosupresor que se
encuentra habitualmente en tumores (Gagandeep, Brew et al. 1996;
Kianmanesh, Perrin et al. 1997; Vile, Castleden et al. 1997,
Yamamoto, Suzuki et al. 1997; Altaner 2008). Sin embargo, el
desarrollo de una respuesta inmune contra proteinas expresadas en
el vector de transferencia génica puede condicionar negativamente
la eficiencia de posteriores readministraciones de la terapia, debido
a la destruccion o la neutralizacion de los vectores de transferencia
antes de que alcancen el tejido diana.

Para la mayoria de los sistemas suicidas se ha descrito que células
que no expresan el gen terapéutico, pero que se encuentran en la
vecindad de células que si lo expresan, son afectadas por la
citotoxicidad del sistema. Este fendmeno se denomina Efecto
Adyacente o bystander effect, y se produce por la transferencia de
metabolitos téxicos de la prodroga de una célula a otra. La
naturaleza de dicha transferencia depende del sistema terapéutico y
del tipo celular, incluyendo la endocitosis de fragmentos de células
apoptoticas cargadas de metabolitos y la comunicacion intercelular
mediada por uniones gap (Altaner 2008).

El sistema Timidina Quinasa/Ganciclovir (TK/GCV)

Entre las terapias con genes suicidas destacta la que utiliza el gen de
la timidina quinasa del virus Herpes simplex y el compuesto
ganciclovir, ampliamente utilizado para el tratamiento de
infecciones causadas por virus de la familia Herpesviridae. Este
sistema ha sido extensamente estudiado tanto in vitro como en
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modelos preclinicos para el tratamiento de patologias neoplasicas,
algunas de las cuales se detallan a continuacion.

Fundamento y mecanismo de accion

La accidn terapéutica del sistema se basa en la baja especificidad de
sustrato que presenta la enzima timidina quinasa viral, en
comparacion con su homdloga en humanos. Asi, la enzima viral es
capaz de fosforilar, ademés de su sustrato natural (timidina),
analogos de nucleodsido tales como ganciclovir (Moolten 1986)
(Esquema I1 A). Esta propiedad es aprovechada, en el tratamiendo
de infecciones con Herpes simplex o citomegalovirus, para inhibir
la replicacion viral mediante la interrupcion de la sintesis de ADN
viral por la incorporacion de ganciclovir trifosforilado en las
moléculas sintentizadas de novo. Al carecer del grupo hidroxilo en
la posicion 3’ del anillo desoxiribosa, la enzima encargada de la
sintesis de ADN se ve imposibilitada de catalizar la union
fosfodiéster con el siguiente nucledtido de la molécula.

A B e e
psved
© | Transduced cell
o ,7. Neighbouring cell
a
N i HSVtk
NH,
HO N~ N <
o] GCXM
OH v Gevep/ B GCV-P
Hswik 4 OCV-PP
» Gev > Geve GCV-PPP,
Ganciclovir 2-deoxiguanosina iy \‘ / By-stander effect

Cellular death

Esquema 11. Sistema TK/GCV. A) El GCV es un anélogo del
deoxinucledsido 2-deoxiguanosina. B) Tras la transferencia del gen de la
TK del virus del herpes, las células transducidas expresan la enzima TK,
capaz de iniciar la cadena de fosforilaciones que generaran la especie
GCV trifosfato (GCV-PPP). Este compuesto serd capaz de incorporarse
a las moléculas de ADN sintetizadas de novo, produciendo la muerte de
la célula transducida y también la de células vecinas no transducidas,
mediante el trafico intercelular de los metabolitos fosforilados del
GCV. Este efecto se denomina “efecto adyacente” o “bystander effect”.
Adaptado de (Fillat, Carrio et al. 2003).
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En el contexto de la terapia génica, el objetivo que se pretende
alcanzar es inducir un efecto citotoxico en la celula diana mediante
la expresion exdgena de la timidina quinasa viral, que catalizara la
reaccion de fosforilacion de ganciclovir. Esta fosforilacion
desencadenara la posterior fosforilacion de la prodroga por quinasas
celulares tales como guanilato quinasa y fosfoglicerato quinasa,
generando las especies bi y trifosforiladas de ganciclovir,
respectivamente (Fillat, Carrio et al. 2003). La analogia estructural
entre el ganciclovir trifosforilado y el nucledtido 2’-
desoxiguanosina permite la incorporacion de aquellos en las
cadenas nacientes de ADN celular. Asi, el ganciclovir trifosforilado
es capaz de actuar como un inhibidor competitivo de la ADN
polimerasa celular, y de generar interrupciones en la doble hebra de
ADN, desencadenando una cascada de eventos celulares resultantes
en la inhibicion de la proliferacion celular y/o la muerte por
apoptosis (Fillat, Carrio et al. 2003) (Esquema I1 B).

A pesar de haber sido objeto de mudltiples estudios utilizando
diferentes lineas celulares, no existe un consenso en relacién al
mecanismo de induccidn de apoptosis en respuesta al tratamiento.
En un trabajo realizado en células B16F10 de melanoma murino,
Wei y colaboradores reportaron la induccion de un arresto en las
fases S y G2 del ciclo celular como consecuencia del tratamiento
con TK/GCV. El arresto se produciria por la presencia de dafios en
el ADN que no pueden ser corregidos por la maquinaria celular de
reparacion de ADN vy, en caso de prolongarse en el tiempo,
induciria una acumulacion de p53 y la muerte de las células por
apoptosis (Wei, Chao et al. 1998). En un estudio posterior realizado
sobre estas células y otras tres lineas tumorales e raton (NG4TL, H6
y IMEA 7R.1.) los autores reportan un incremento en los niveles de
Fas (CD95/APO-1), ligando de Fas (Fas-L) y dos mediadores
situados por debajo de éstos en la cascada de sefializacion (RIP y
caspasa-3). Dicha sobreexpresion ocurre después del aumento de
p53 y precede la induccidn de apoptosis, sugiriendo que ésta podria
ser mediada por la via de Fas/Fas-L (Wei, Chao et al. 1998). Otro
estudio, realizado en células de neuroblastoma humano SHEP,
muestra un incremento de la expresion de Fas y TNFR en la
membrana plasmaética, en respuesta al tratamiento con TK/GCV, asi
como acumulacién de p53 y agregado de Fas de manera
independiente de FasL. Como consecuencia se produce la
activacion la via de induccion de apoptosis mediada por receptores
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(via extrinseca), con activacion de caspasa-8 (Beltinger, Fulda et al.
1999). Paralelamente se ha descrito, a nivel mitocondrial, la
existencia de un mecanismo de amplificacion de la sefial apoptética
iniciada por la via extrinseca. El tratamiento con TK/GCV en
células SHEP produjo alteraciones mitocondriales tales como
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Aym) y liberacion
de citocromo c¢ de la membrana mitocondrial hacia el citosol,
induciendo asi la activacion de caspasas efectoras y la posterior
fragmentacion internucleosomal del ADN, indicativa de muerte
celular por apoptosis (Beltinger, Fulda et al. 1999).

Por otro lado, un estudio realizado en células CHO demuestra que el
tratamiento con TK/GCV es capaz de inducir apoptosis y que dicha
induccion es secundaria a la formacion de lesiones en ambas hebras
del ADN llamadas double-strand breaks (DSB) y posterior arresto
del ciclo celular en sus fases S y G2/M, de una manera dependiente
de la replicacion de ADN. Los autores proponen un modelo en el
cual la incorporacion de ganciclovir trifosforilado en cadenas
crecientes de ADN ocasiona, tras sucesivos ciclos de replicacion de
ADN, la formacion de DSB que , a su vez, serian capaces de
producir una disminucién a nivel postraduccional de los niveles de
Bcl-2. No esta claro el mecanismo causante de esta disminucion,
pero como consecuencia se produce una liberacion masiva de
citocromo ¢ desde la membrana mitocondrial hacia el citoplasma,
iniciando asi la cascada apoptotica por la via intrinseca: activacion
secuencial de caspasa-9, caspasa-3, clivaje de Bcl-2 con liberacion
de un fragmento de 23 kDa con actividad proapoptotica (Kirsch,
Doseff et al. 1999), que a su vez produce la liberacion de mas
citocromo ¢ de membrana mitocondrial. De esta manera se genera
un circuito de retroalimentacion positiva que amplifica la sefial pro-
apoptotica. La enzima caspasa-3 es la responsable directa de la
activacién de la enzima ADNasa activada por caspasas (CAD) que
llevara a cabo la fragmentacion internucleosomal del ADN
(Tomicic, Thust et al. 2002)(Esquema 12).
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Esquema 12. Mecanimo de induccion de toxicidad de TK/GCV. En
un primer ciclo de sintesis de ADN, GCV-PPP es incorporado en las
nuevas moléculas por la ADN polimerasa. A continuacion, tras
consecutivas replicaciones del ADN, el GCV-PPP incorporado generara
lesiones del tipo DSB. Estas desencadenan la muerte de la célula por
apoptosis, precedida de arresto en fase S 0 en fase S y G2/M del ciclo
celular. Adaptado de (Tomicic, Thust et al. 2002)

Aplicaciones terapéuticas

El sistema TK/GCV ha sido ensayado, en humanos, como abordaje
terapéutico contra enfermedades neoplésicas (Fillat, Carrio et al.
2003) y también como elemento de profilaxis para la “enfermedad
injerto contra huésped”, secundaria a transplantes alogénicos de
médula O6sea, linfocitos T o precursores hematopoiéticos
(Bordignon, Bonini et al. 1995; Bonini, Ferrari et al. 1997;
Verzeletti, Bonini et al. 1998; Marktel, Bonini et al. 1999; Garin,
Garrett et al. 2001; Ciceri, Bonini et al. 2005; Ciceri, Bonini et al.
2007; Xu, Zhu et al. 2008). Hasta el momento, no se ha
documentado la aplicacion de esta terapia en humanos para el
tratamiento del cancer de pancreas, pero existen evidencias
alentadoras en relacion su uso en el tratamiento de glioma. Un
estudio aleatorizado realizado en pacientes sometidos a reseccion
quirdrgica de tumores primarios o recidivas de gliomas, demostro
que la aplicacion en la cama tumoral de microinyecciones de un

20



Introduccién

adenovirus que codifica para la enzima TK, y la posterior
administracion por via intravenosa de ganciclovir, era capaz de
prologan significativamente la supervivencia de los pacientes, en
comparacion con los pacientes del grupo control, a los que se les
aplico radioterapia (Immonen, Vapalahti et al. 2004). Actualmente,
se estd realizando un estudio multicéntrico en el que se esta
evaluando, ademas, la eficiencia de la combinacion de la terapia con
TK/GCV vy otros protocolos quimioterapéuticos (Yla-Herttuala, S;
comunicacion oral congreso anual de la ESGCT, 2008).

Factores que condicionan la eficiencia citotoxica de TK/GCV

La no disponibilidad de muestras quirdrgicas y de datos
provenientes de ensayos clinicos en los que se haya aplicado un
tratamiento con TK/GCV en pacientes con cancer de pancreas,
dificulta la tarea de identificar factores que condicionan la
eficiencia antitumoral de esta terapia. No obstante, los datos
provenientes de ensayos clinicos con TK/GCV para el tratamiento
de otras patologias, o bien de estudios realizados en modelos
animales y celulares de cancer de pancreas, constituyen una valiosa
fuente de informacion a la hora de predecir los posibles obstaculos
que debera enfrentar el sistema TK/GCV para inducir la respuesta
esperada, algunos de los cuales se enumeran a continuacion.

Dado que la principal causa de mortalidad y morbilidad asociada al
cancer de pancreas se debe a la presencia de lesiones secundarias en
organos distantes, principalmente en higado, el objetivo Gltimo de la
instauracién de un tratamiento con TK/GCV seria la administracion
sistémica tanto de la prodroga como del vector de expresion de TK.
Asi, la primera barrera que debera sortear el sistema es de caracter
farmacocinético, siendo, la biodisponibilidad del vector, altamente
dependiente de la irrigacion de los tumores y del tropismo del
vector por tejidos distintos del tejido diana. Los vectores
adenovirales, por ejemplo, poseen un elevado tropismo por tejido
hepatico, siendo retenida la mayor parte de los viriones en este
6rgano cuando se los administra por via parenteral, hecho que
puede traer aparejada no solo la presencia de hepatotoxicidad, sino
también una disminucion en la dosis efectiva de vector que
alcanzara el tejido diana. En el tratamiento de metéstasis hepaticas
de tumores pancreaticos, el rgano diana es el higado, pero el tejido
diana no es el parénquima hepatico, sino las lesiones tumorales.
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Para hacer frente a este problema, se han intentado optimizar las
propiedades de los vectores adenovirales modificando su tropismo
natural (redireccionamiento o targeting transduccional) mediante la
modificacion genética de los vectores para que expresen proteinas
de la capside de distintos serotipos virales (pseudotipado) (Haviv,
Blackwell et al. 2002). Otro abordaje al problema de la citotoxidad
derivada de la transduccidn de células distintas de las celulas diana,
pero que no evita la retencién hepéatica del vector, consiste en
restringir la expresion de genes terapéuticos a las células diana
mediante el uso de promotores especificos de tejido o de tumor, aun
cuando el vector es capaz de infectar otras células de manera no
especifica (targeting transcripcional) (Saukkonen and Hemminki
2004). De manera similar, se han desarrollado recientemente
vectores lentivirales en los cuales la selectividad celular en la
expresion del transgén no estd ligada s6lo al control de la
transcripcion, sino ademé&s al control de la vida media de los
transcritos mediante un mecanismo dependiente de la expresion de
miRNAs enddgenos (detargeting postranscripcional) (Brown,
Venneri et al. 2006). Esta tecnologia ha sido aplicada en el contexto
de vectores adenovirales para controlar su replicacion en una
estrategia de viroterapia (Ylosmaki, Hakkarainen et al. 2008) y se
espera que sea extensamente aplicada en estrategias de terapia
génica en el futuro.

La segunda barrera que deben atravesar los vectores administrados
por via parenteral, y que también deben sortear los vectores
administrados de manera local, es la resistencia que impone el
tejido a la difusién del mismo, limitando asi su capacidad de
transducir células tumorales. Se estima que un vector inyectado
directamente en la masa tumoral serd capaz de transducir un radio
de siete capas celulares a partir del sitio de inyeccion. Algunas
estrategias estudiadas para mitigar esta limitacion apuntan a la
amplificacion del efecto citototoxico mediante la potenciacion del
efecto adyacente. Esto se puede lograr mediante la modulacion de la
expresion de proteinas responsables de la formacion de uniones
intercelulares (Zhang, Acevedo et al. 1995; Touraine, Ishii-Morita
et al. 1998; Carrio, Mazo et al. 2001; Nicholas, Read et al. 2003,
Udawatte and Ripps 2005; Jimenez, Fox et al. 2006)(Garcia-
Rodriguez, L; comunicacién personal) (Fick, Barker et al. 1995;
Robe, Princen et al. 2000; Robe, Jolois et al. 2004) o bien mediante
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el agregado de dominios de transduccion proteicos (PTD) a la
enzima TK (Cascante, Huch et al. 2005; Tasciotti and Giacca 2005).
Una vez que el virus contacta fisicamente la célula, es necesario que
ésta exprese en su membrana el receptor CAR (Cocksakie-
Adenovirus Receptor) para que se lleve a cabo la infeccion. Asi,
una baja expresion tumoral de este receptor impactara
negativamente en la capacidad del vector de expresar el gen
terapéutico. Para paliar este problema, se han desarrollado
estategias de targeting transduccional utilizando péptidos
adaptadores bifuncionales, que bloquean el ligando viral al tiempo
que le confieren la capacidad de unirse a otro receptor celular
altamente expresado en las células tumorales, como por ejemplo el
receptor de FGF2 (Huch, Abate-Daga et al. 2006).
Alternativamente, mediante la modificacion genética del genoma
viral, que produce la expresion del tripéptido RGD (Argninia-
Glicina-Aspértico) en el dominio knob de la fibra adenoviral, se
puede redireccionar la infeccion para que se produzca mediante av
integrinas (Suzuki, Fueyo et al. 2001).

Una vez infectada la célula, resulta de vital importancia la correcta
expresion del gen terapéutico. Se ha documentado la aparicion de
subpoblaciones de células que se mantienen insensibles al
ganciclovir, adn habiendo incorporado el gen TK. La
caracterizacion de estas células reveld que la expresion de dicho gen
se veia comprometida, por la presencia de mutaciones, deleciones
(Garin, Garrett et al. 2001; Fogar, Greco et al. 2003), silenciamiento
mediado por metilacion de promotores (Kuriyama, Sakamoto et al.
1998) o bien por generacidon de mensajeros no funcionales debido a
splicing alternativo (Bennour, Ferrand et al. 2008). Estas
alteraciones en la expresion del transgén fueron documentadas en
sistemas donde dicha expresion se obtenia mediante el uso de
vectores integrativos (retrovirus), pero no existen evidencias de que
esto ocurra al utilizar vectores que se mantienen dentro del nucleo
de manera episomal, sin integrarse en el genoma.

Ademaés de los problemas asociados con la expresion del gen
terapéutico, se han descrito factores moleculares de la célula diana
que podrian conferirles resistencia al tratamiento. Asi, Hamel y
colaboradores demostraron que la muerte celular mediada por
efecto adyacente inducido por el tratamiento con TK/GCV era
inhibida por la expresion del gen antiapoptético BCL2 (Hamel,
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Magnelli et al. 1996). Por otro lado, Adachi y colaboradores
demostraron que la sobrexpresion del transportador de nucle6tidos
MRP4, perteneciente a la familia de transportadores de membrana
ABC (ATP-Binding Cassette), aumentaba la expulsion de los
metabolitos de ganciclovir, disminuyendo asi su concentracion
intracelular, y ejercia un efecto protectivo sobre la muerte celular
por TK/GCV (Adachi, Sampath et al. 2002). La expresion de las
formas salvajes de p21 y p53 también ha sido asociada con la
eficiencia del sistema TK/GCV. Asi, en un modelo celular de
carcinoma de ovario, Ziller /y colaboradores reportaron que la
expresion exégena de p21°P™™ jncrementaba la sensibilidad a
TK/GCV, estimulando la muerte por apoptosis (Ziller, Lincet et al.
2004). Paralelamente, van Dillen y colaboradores demostraron que
la citotoxicidad inducida por TK/GCV se veia comprometida en
celulas que expresaban formas mutantes de p53 (van Dillen, Mulder
et al. 2005).

Estas observaciones indican que la identificacion de genes cuya
expresion esté relacionada con la capacidad de respuesta celular al
tratamiento con TK/GCV permitiria el disefio de estrategias
tendientes a modular (mediante técnicas basadas en el fendmeno de
interferencia de ARN, por ejemplo) la expresion de dichos genes,
que podrian ser utilizadas como potenciadores del efecto citotoxico
del sistema TK/GCV en el tratamiento de cancer de pancreas,
aumentando asi su eficiencia terapéutica.

b) Interferencia de ARN (RNAI, RNA interference)

El descubrimiento del fendbmeno de interferencia de ARN (RNAI),
conjuntamente con la finalizacién de la secuenciacién completa del
genoma humano (Venter, Adams et al. 2001), ha abierto las puertas
de una promisoria tecnologia para el estudio de la funcién génica y
para el tratamiento de enfermedades, mediante el silenciamiento de
la expresion génica (Hannon 2002).

Se trata de un proceso de varias etapas, que implica la formacion de
pequefios fragmentos de ARN de doble cadena, de
aproximadamente unos 21-23 nucleétidos. La cadena antiparalela
de cada duplex sirve de molde para el reconocimiento especifico de
secuencia que permitira el silenciamiento génico postranscripcional
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ejecutado por un complejo multiproteico denominado RISC (del
acronimo en inglés de RNAi-Induced Silencing Complex). El
silenciamiento de la expresién de los genes diana puede producirse
por degradacién del ARN mensajero, cuando el fragmento de 21-23
nucledtidos es completamente complementario al mismo
(McManus, Petersen et al. 2002; McManus and Sharp 2002), o bien
mediante represion de la traduccion cuando la complementariedad
no es completa y existen nucleédtidos no apareados dentro de la
secuencia (Kim, Krichevsky et al. 2004). En el primer caso, el
componente Argonauta 2 del complejo RISC produce un corte en la
secuencia del ARNm, mientras que en el segundo caso, la union del
ARN de 21-23 nucledtidos a la region no traducida 3’ (3* UTR, del
acronimo en inglés de 3’ Untranslated Region) interfiere con la
maquinaria traduccional de la célula. Adicionalmente, se ha descrito
que fragmentos de 21-23 nucledtidos de ARN son capaces de
inhibir la expresion génica a nivel transcripcional mediante
metilacion de promotores (Kawasaki and Taira 2004; Morris, Chan
et al. 2004). Tanto la degradacion del mensajero como la inhibicion
de la traduccién pueden ser inducidas mediante la transfeccion de
oligonucledtidos de 21-23 pares de base denominados siRNA (del
acronimo en inglés de short interfering RNAs); mediante la
transfeccién o transduccién de vectores que expresan fragmentos de
ARN con secuencias palindromicas, que se pliegan para formar
estructuras en horquillas denominadas shRNA (del acrénimo en
inglés de short hairpin RNAs) (Paddison, Caudy et al. 2002); o bien,
mediante la transfeccion o transduccion de vectores que expresan
los denominados microRNAS, que constituyen el sutrato natural
para la maquinaria de RNAI (Nelson and Weiss 2008). Cuando se
utilizan shRNAs y microRNAs, estas moléculas son procesadas por
la enzima DICER, para dar lugar a las estructuras de doble cadena
de ARN que se incorporara al complejo RISC.

1.4 Viroterapia del cancer

a) Fundamento y mecanismo de accion
La viroterapia consiste en la utilizacion de virus para la destruccion

de células tumorales como consecuencia de su ciclo vital que
involucra la lisis de la célula hospedadora. Para ello se han
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ensayado estrategias utilizando diferentes tipos de virus, como
reovirus, virus de la estomatitis vesicular, virus vaccinia (Ring
2002), virus de la papera y adenovirus (Chiocca 2002), siendo estos
ualtimos los més utilizados.

b) Adenovirus de replicacion condicionada (CRAd)

Para la utilizacion de virus que no presentan, en su forma salvaje,
selectividad para realizar su infeccion y/o replicacion en células
tumorales sin afectar células no tumarles, es necesario introducir
elementos de seguridad que garanticen la ausencia de efectos
adversos relacionados con la lisis de células no tumorales. Tal es el
caso de los adenovirus. Los adenovirus del serotipo 5 (el serotipo
més estudiado como vector de transferecia génica y/o agente
terapéutico en estrategias que involucran la destruccion de células
mediante lisis viral) presentan un elevado tropismo por una amplia
variedad de tipos celulares, principalmente células epiteliales. Para
circunscribir la accién litica de estos virus a células tumorales se
han utilizado diversas estrategias que involucran la modificacacién
de su genoma, generando asi los llamados adenovirus de replicacion
condicionada (CRAd, del acronimo en inglés de Conditionally
Replicative-Adenovirus) o bien adenovirus oncoliticos, cuando su
accion litica esta restringida a células tumorales. A continuacion se
ilustran algunos conceptos basicos relacionados con el ciclo natural
de la infeccién con adenvirus en forma salvaje, y se enumeran
algunas de las estrategias utilizadas para la generacion de virus
oncoliticos.

Aspectos estructurales y genémicos

Los adenovirus son virus sin envoltura lipidica, que pertenecen al
género Mastadenovirus, dentro de la familia Adenoviridae. Se
conocen 51 serotipos diferentes, clasificados en 6 grupos (A-F) con
propiedades de infectividad y patogenicidad variables entre los
grupos. Contienen un genoma de ADN lineal de doble cadena, de
unas 36 kb, flanqueados por unas regiones denominadas ITR (del
acronimo en ingles de Inverted Terminal Repeats) y cuyos extremos
5’ estan unidos covalentemente a la proteina terminal (TP) (Rekosh,
Russell et al. 1977). EI ADN viral se encuentra asociado, ademas, a
la proteina VII y al péptido mu (Anderson, Young et al. 1989), las
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cuales mediante su union a las proteinas V y VI, permiten la
asociacion de ADN con la céapside viral (Matthews and Russell
1995).

La capside estd formada por ocho proteinas estructurales
denominadas Il (que forma trimeros denominados “hexén”), IlI
(que forma pentdmeros, denominados “penton”), llla, IV (que
forma trimeros , denominados “fibra”), 1Va2, VI, VIl y 1X, siendo
las méas abundantes la fibra, pentdn y hexon. Estas se organizan
formando una estructura icosaédrica, con las caras del icosaedro
formadas por la proteina hexon y los vértices formados por la
proteina pentdn, desde los cuales se proyectan hacia el exterior las
proteinas fibra. La proteina fibra presenta dos regiones estructural y
funcionalmente distinguibles: en el dominio shaft (cuerpo de la
fibra) encontramos el dominio de unidn glicosaminoglicanos del
tipo heparan-sulfato (HS-GAG) , mientras que en el extremo de la
fibra encontramos el dominio knob, responsable de la interaccion
del virus con su receptor celular CAR (Coxsackie-adenovirus
receptor) (Russell 2000; Zhang and Bergelson 2005).

Aproximadamente unas 50 proteinas virales se transcriben a partir
de unidades transcripcionales solapadas a lo largo del genoma, en
ambas cadenas del ADN. La generacién de distintos ARN
mensajeros mediante splicing alternativo permite la produccién de
esta diversidad de proteinas a partir del genoma viral (Verma and
Weitzman 2005). En cuanto a la conservacion del genoma entre
serotipos, se observa una elevada homologia en la secuencia
genémica de la mayoria de los genes, a excepcion de los que
codifican para la proteina fibra (principal determinante antigénico
de serotipo) y de las secuencias ITR (Shenk 1996).

Infeccién por adenovirus en forma salvaje (ciclo litico)

La union del dominio knob, de la capside adenoviral, con el
receptor celular CAR inicia el proceso de infeccién de la célula.
Esta interaccién facilita, a su vez, la interaccion con el motivo RGD
(Arginina-Glicina-Acido Aspartico) de la proteina pentdn con su
receptor celular, las avB integrinas (Wickham, Mathias et al. 1993,
Nemerow 2002; Zhang and Bergelson 2005). Esta interaccion
estimula la formacién de vesiculas de clatrina, resultando en la
internalizacion de las particulas virales. A continuacion, la capside
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viral es desensamblada y el material genético, traslocado al nucleo
mediante un proceso que involucra su asociacion con la proteina
p32 (Russell 2000), donde las enzimas ADN polimerasas celulares
I1'y HI iniciaran la transcripcion del genoma viral. Los primeros
genes en ser transcriptos son los denominados tempranos E1A,
E1B, E2, E3 y E4. Los productos de estos genes estan encargados
de poner en marcha la maquinaria celular necesaria para la
replicacion del genoma viral y producciédn de particulas virales , a la
vez que regulan la expresion de los genes virales que se transcriben
a continuacion. La segunda ola de transcripcion corresponde a la de
los genes IX y IVa2, denominados genes retardados vy
posteriormente se transcriben los genes denominados tardios, que
codifican para los componentes estructurales de la capside y para
las enzimas involucradas en el ensamblaje de las nuevas particulas
virales. La liberacion de los viriones producidos causa la lisis de la
celula infectada, por lo que el proceso se denomina “ciclo litico”
(Ng 2002), aunque se he descrito recientemente la induccion de
autofagia como parte del mecanimos de induccion de citotoxicidad
(Jiang, Gomez-Manzano et al. 2007) (Alonso, Jiang et al. 2008;
Yokoyama, Iwado et al. 2008).

Estrategias para lograr la especificidad

Como parte de su ciclo natural, los adenovirus necesitan utilizar la
maquinaria biosintética de la célula infectada para producir
viriones. Para ello es necesario que las células expresen las
proteinas involucradas en la sintesis de ADN, tipicamente
expresadas durante la fase S del ciclo celular. Esta caracteristica
podria utilizarse para asegurar que la replicacién viral estara
restringida a células con alta tasa proliferativa (en particular, células
tumorales). Sin embargo, los adenovirus han desarrollado la
capacidad de inducir la entrada en fase S en células infectadas,
mediante la interaccién entre la proteina viral E1A, en estado
salvaje, y la proteina celular pRb. Esta interaccion produce la
disociacion del complejo pRb-E2F, resultando en un incremento en
los niveles de E2F libre, sefial que produce la activacion
transcripcional de genes de fase S (Bandara and La Thangue 1991).

Una de las primeras estrategias tendientes a restringir la replicacion

viral a células tumorales se basaba en la alta frecuencia de
alteraciones en la via de p53 que se observa en células tumorales, en
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comparacion con células normales. El adenovirus mutante en
E1B55kDa, dI1520 (patentado bajo el nombre ONYX-015, y
comercializado en China como H101) presenta una delecién de la
regién que codifica para la proteina E1B de 55kDa. Esta proteina,
durante una infeccion con la forma salvaje del adenovirus, es capaz
de inactivar p53, impidiendo que induzca un arresto en la fase
GO/G1 del ciclo celular y / o la muerte por apoptosis, permiendo asi
la replicacion del virus (Barker and Berk 1987). Inicalmente se
creia que, al carecer de esta proteina, ONYX-015 podria replicar
solo en células que no presenten una via de p53 funcional, y podria
infectar células no tumorales pero no seria capaz de replicar en
ellas, ya que la activacion de p53 inhibiria la progresion a fase S 'y
eventualmente desencadenara la muerte por apoptosis antes de que
el virus haya sido capaz de replicar su ADN y ensamblar los nuevos
viriones (Bischoff, Kirn et al. 1996), aunque posteriormente se
sugirio6 que la selectividad se debia a una alteracién en la
exportacion nuclear del ARN mensajero viral (O'Shea, Johnson et
al. 2004). A pesar de los resultados alentadores obtenidos in vitro,
los resultados de ensayos clinicos realizados en humanos utilizando
ONYX-015 han generado dudas acerca de su capacidad de inducir
un efecto terapéutico significativo cuando se aplica como Unico
agente, e incluso sobre su selectividad (Crompton and Kirn 2007).

Otra aproximacion ensayada para conferir selectividad tumoral a
virus replicativos es la delecion de pequefas regiones en el dominio
de union de E1A con pRb, evitando asi la interaccion de pRB con
E1A vy, por consiguiente, la liberacion de E2F. De esta manera se
espera que la replicacion del virus en células quiescentes sea baja o
nula, mientras que en células tumorales sea alta. Basdndose en este
principio, se desarrollaron los adenovirus oncoliticos A24 (Fueyo,
Gomez-Manzano et al. 2000) (Suzuki, Fueyo et al. 2001)
(Bauerschmitz, Lam et al. 2002) y dl922-947 (Heise, Hermiston et
al. 2000).

Otro mecanismo celular utilizado para conferir especificidad
tumoral a la replicacion viral es el que involucra la respuesta celular
a moléculas virales. Se ha descrito que la protein-quinasa R (PKR),
en respuesta a la de ARN viral de doble cadena, es capaz de
fosforilar la subunidad reguladora del factor eucariota de iniciacion
2 (elF2). La fosforilacion inhibitoria de elF2 impide la sintesis de
proteinas, evento que en el contexto de las infecciones virales
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actuaria como mecanismo de defensa del organismo ante la
replicacion del virus (Kitajewski, Schneider et al. 1986) (Pathak,
Nielsen et al. 1988). Sin embargo, los adenovirus poseen un
mecanismo para evadir este sistema que consiste en la sintesis de
moléculas de ARN denominadas VA RNA (del acrénimo en inglés
de Viral-Associated RNAs) capaces de interaccionar a PKR,
inhibiendo su activacion por otros ARN virales de doble cadena,
permitiendo asi la correcta expresion de proteinas virales (Katze,
DeCorato et al. 1987). EIl potencial uso de este mecanismo en el
desarrollo de virus oncoliticos radica en la observacion de que el
producto del oncogén Ras es capaz de ejercer el mismo efecto sobre
PKR que los VA RNAs (Mundschau and Faller 1992). Asi, la
utilizacién adenovirus delecionados en VA RNAs (dI1331) permite
la replicacion de los mismos en células que presenten una
activacion de Ras (aproximadamente un 80% de los tumores
(Macaluso, Russo et al. 2002)) mientras que la replicacion sera
inhibida en células normales mediante la activacion de PKR
(Cascallo, Capella et al. 2003).

Finalmente, otra estrategia consiste en restringir la expresién de
E1A a células tumorales mediante el uso de promotores especificos.
Dado que E1A regula, directa o indirectamente, la transcripcion de
practicamente todos los genes virales, el control transcripcional de
la expresion de E1A mediante el uso de un promotor que se
encuentre diferencialmente activado en células tumorales permitiria
la restriccion de la replicacion viral a dichas células. Asi, se ha
estudiado el uso de promotores o fragmentos de promotores de
proteinas con expresion diferencial en algun tipo de tumor como por
ejemplo, el promotor del antigeno prostatico especifico (PSA)
(Rodriguez, Schuur et al. 1997), de la ciclooxigenasa-2 (COX-2)
(Yamamoto, Alemany et al. 2001; Davydova, Le et al. 2004,
Tekant, Davydova et al. 2005; Ramirez, Vickers et al. 2008), de la
osteocalcina (Matsubara, Wada et al. 2001; Hsieh, Yang et al.
2002), de la alfa-fetoproteina (AFP) (Hallenbeck, Chang et al.
1999), del receptor del activador de plasminégeno uroquinasa-simil
(UPAR, Huch, M; comunicacion personal), hTERT (Huang, Zhang
et al. 2004; Kawashima, Kagawa et al. 2004), entre muchos otros.

Una caracteristica observada en la préactica totalidad de los tumores

es una alteracion en la via pRB-E2F. Independientemente del nivel
en el cual se encuentre dicha alteracion, la presencia de elevados
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niveles del factor de transcripcion E2F libre es una caracteristica de
las células tumorales independientemente del tejido que les dio
origen. Esta propiedad ha sido utilizada para generar vectores en los
cuales la expresion de la proteina viral ELA estd regulada por un
promotor activable por E2F, como por ejemplo el promotor
enddgeno de E2F (Majem, Cascallo et al. 2006; Cascallo, Alonso et
al. 2007).

¢) Principales limitaciones

El sistema inmune constituye una de las principales barreras que
debe sortear un virus terapéutico para ejercer su funcién. De
manera similar a lo descrito para los adenovirus no replicativos
utilizados como vectores de transferencia en estrategias de terapia
génica, los adenovirus oncoliticos administrados por via parenteral
se enfrentaran a la presencia de anticuerpos bloqueantes. Estos
anticuerpos blogueantes pueden estar presentes en el momento de la
primera administracion debido a infecciones anteriores con
adenovirus en forma salvaje. Posteriormente, se espera que
individuos inmunocompetentes desarrollen una respuesta inmune al
virus  terapéutico, que comprometerd la eficiencia de
administraciones subsecuentes del virus. Se espera que la
inmunogenicidad de un adenovirus replicativo sea mayor que la de
un vector de transferencia no replicativo, dado que en este caso sélo
el gen terapéutico se estard expresando, mientras que la infeccion
con virus replicativos produciran la sintesis de todas las proteinas,
incrementando asi su presentacion antigénica. Ademés de los
anticuerpos bloqueantes, no existe informacion certera sobre el
efecto de otros componentes del sistema inmune, en gran parte
debido a la escasez de modelos animales inmunocompetentes
permisivos a la replicacién de los adenovirus disefiados para ser
utilizados en pacientes. En este sentido, Thomas y colaboradores
demostraron que la aplicacion de un precondicionamiento
inmunomodulador con ciclofosfamida, resultante en una
inmunosupresion global e inespecifica, incrementaba la eficiencia
antitumoral de un adenovirus replicativo, administrado por via
intratumoral en un modelo de xenoinjertos en hamster (Thomas,
Spencer et al. 2006; Thomas, Spencer et al. 2008). Se espera que
estudios realizados con inmunosupresores selectivos permitan
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analizar el efecto de los diferentes componentes del sistema inmune,
y disefar estrategias para potenciar el efecto antitumoral de los
adenovirus, mediante regimenes de inmunomodulacion tendientes a
suprimir o bien polarizar la respuesta inmune (por ejemplo, hacia un
perfil TH1, estimulando la inmunidad celular en detrimento de la
inmunidad humoral).

Recientemente, se han comenzado a ensayar estrategias, para
incrementar la llegada del virus al tumor, que se basan en la
utilizacién de células transportadoras con capacidad de migrar al
tejido tumoral. En este sentido, se han estudiado las propiedades de
diversos tipos celulares para ser usadas en estrategias tipo “Caballo
de Troya” (células del sistema inmune, células madre, células
tumorales) y con diferenes virus oncoliticos (Herpes simplex, virus
de la papera, virus de enfermedad de Newcastle, virus de la
estomatitis vesicular, entre otros, (Guo, Thorne et al. 2008) ). En
relacion al uso de estas estrategias para la aplicacion de adenovirus
oncoliticos, un estudio realizado en un modelo animal de cancer de
ovario diseminado demostr6 que el tratamiento con células
progenitoras mesenquimales (MPC, del acrénimo en inglés de
Mesenchymal Progenitor Cells) previamente infectadas con un
adenovirus replicativo era capaz de prolongar el tiempo de
supervivencia de los animales, no sélo en comparacion con el grupo
control no tratado, sino también con el grupo que recibid el
adenovirus mediante en ausencia de células transportadoras
(Komarova, Kawakami et al. 2006). Sin embargo, un estudio
publicado recientemente demostrd que células madre derivadas de
tejido adiposo (ASC, del acronimo en inglés de Adipose derived
Stem Cell) son capaces de migrar al tumor pero no son capaces de
actuar como transportadoras de un gen terapéutico cuando son
transducidas con adenovirus (Lamfers, Idema et al. 2009). La
identificacién de células con capacidad de migracién a tumor y que
sean resistentes, a la vez que permisivas, a la replicacion adenoviral
tiene un gran potencial en el desarrollo de estrategias de viroterapia
mas seguras y eficientes.

d) Virus armados

Con el objetivo de incrementar la potencia citotdxica de los virus
oncoliticos, se han desarrollado estrategias que involucran su uso
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como vectores de transferencia para terapia génica, ademas de su
uso como agente terapéutico per se. Desde el punto de vista de la
terapia génica, se espera que la replicacién, en el tejido tumoral, de
un virus oncolitico que expresa el gen terapéutico permitird la
transduccion de un mayor numero de células, y la amplificacion del
efecto del sistema suicida.

Los resultados obtenidos a partir del uso de adenovirus replicativos
armados con TK, en combinacién con ganciclovir, han arrojado
resultados contradictorios en cuanto al beneficio real de la
combinacion. Si bien algunos estudios demostraban que el
tratamiento con el adenovirus armado en combinacién con
ganciclovir era mas citotdxico que el tratamiento con el virus solo
(Wildner, Blaese et al. 1999; Wildner, Morris et al. 1999; Nanda,
Vogels et al. 2001), algunos autores han reportado que el agregado
de ganciclovir comprometia el efecto terapéutico del virus solo
(Morris and Wildner 2000; Wildner and Morris 2000; Wildner and
Morris 2000; Lambright, Amin et al. 2001), o bien no producia
ningun efecto en términos de eficiencia citotoxica, mientras que
disminuia el numero de viriones, debido a la accion virostatica del
ganciclovir (Raki, Hakkarainen et al. 2007). En una aproximacion
méas compleja, en la que se utilizaba un adenovirus replicativo
armado con TK y CD, se demostr6 que la adicién de las prodrogas
ganciclovir y 5-FC no solo incrementaba el efecto citotoxico del
virus replicativo, sino que ademas ejercia un efecto
radiosensibilizador sobre células de cancer de prostata (Kim, Kim et
al. 1994; Kim, Kim et al. 1995; Freytag, Rogulski et al. 1998;
Rogulski, Freytag et al. 2000; Rogulski, Wing et al. 2000; Freytag,
Paielli et al. 2002).

Mas recientemente, Anh y colaboradores describieron el uso de un
adenovirus oncolitico con especificidad para células de cancer de
préstata, armado con el gen TK. En este contexto, la adicién de
ganciclovir incrementd el efecto citotdxico y antitumoral del virus.
En relacion al aparente efecto negativo o carente de beneficio
terapéutico de la adicion de ganciclovir (reportado anteriormente
por otros autores) los autores de este trabajo postulan que se debe a
que el tratamiento con la prodroga se iniciaba inmediatamente
después de la inyeccion viral, remarcando asi la importancia del
régimen de aplicacion del virus y la prodroga (Ahn, Lee et al.
2009). En relacion a este punto, resultados obtenidos en nuestro
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laboratorio indican que, en el contexto de un adenovirus replicativo,
cuando la expresion del gen TK se produce en la fase tardia de
expresion de genes virales, es posible minimizar el efecto
virostatico del agregado de ganciclovir, que resulta en un
incremento de la citotoxicidad inducida por el virus. Ademas,
resultados obtenidos en un modelo animal de tumores pancreaticos
indicaron que el régimen de aplicacion de las dosis de adenovirus y
prodroga determina si el agregado de ganciclovir producird un
efecto benéfico o negativo sobre la citotoxicidad inducida por la
replicacion viral (Cascante, Abate-Daga et al. 2007).

1.5 Técnicas no invasivas para la monitorizacion in
vivo del tratamiento con genes suicidas

La monitorizacion de la localizacion, intensidad y cinética de la
expresion de transgenes, asi como su funcionalidad, de manera no
invasiva en humanos permitiria establecer un control en tiempo real
del tratamiento antitumoral en estrategias de terapia génica. Para
ello, se han ensayado diversas metodologias a nivel experimental
que utilizan técnicas de medicina nuclear para la generacion de
bioiméagenes, alguna de las cuales se utilizan en la préactica clinica
con fines diagndsticos (Serganova, Mayer-Kukuck et al. 2008). En
términos generales, estas estrategias aprovechan la actividad del
producto del gen terapéutico para aumentar la captacion de un
radiotrazador. A continuacién se describe brevemente el
fundamento de tres metodologias que estan siendo ensayadas en
estudios preclinicos y/o clinicos para su aplicacion en pacientes: la
generacion de imagenes por resonancia magnética (MRI, del
acronimo en inglés de Magnetic Resonance Imaging) la tomografia
computerizada por emision de foton unico (SPECT, del acrénimo
en inglés de Single Photon-Emission Computed Tomography) y la
tomografia por emision de positrones (PET, del acronimo en inglés
de Positron Emission Tomography).

La generacion de imagenes por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear fue documentada por primera vez en 1973 y se
basa en la deteccién de la energia que emiten los nlcleos de ciertos
atomos cuando vuelven a su estado de precesion basal, tras haber
sido sometidos a un potente campo magnético externo resultante en
el alineamiento de sus movimentos de precesion o spin (Lauterbur
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1989). Uno de los nucleos susceptibles de ser detectados por
resonancia magnética nuclear es el de los atomos de hidrogeno
presentes en las moléculas de agua, uno de los principales
componentes del cuerpo humano. Dado que los nucleos de
hidrogeno presentes en los diferentes tejidos del organismos
presentan propiedades de resonancia magnética diferenciales, se han
desarrollado técnicas para la reconstruccion de imagenes
anatomicas de alta resolucion que se utilizan en la practica clinica
con fines diagndsticos. En el contexto de la terapia con genes
suicida, se ha estudiado su uso para monitorizar la acumulacion de
metabolitos de 5-fluorocitosina,en un modelo animal que presentaba
tumores generados a partir de células que expresaban las enzimas
Citosina Deaminasa (CD) y Uracilfosforibosiltransferasa (UPRT).
En este caso, la deteccién se basa en la concentracién de los
metabolitos de 5-FC en las células que expresan el gen terapéutico,
por su incorporacion en las moléculas de ADN sintetizadas de novo.
Asi, dicha concentracion podréa ser detectada mediante andlisis de la
resonancia magnética de los ndcleos de *°-Fluor, presentes en las
moléculas de 5-FC. De esta manera, la 5-FC actuaria a la vez como
prodroga y como radiotrazador (Xing, Deng et al. 2008).

La técnica de SPECT, en cambio, se basa en la deteccion de la
emision de un fotdon de radiacion gamma por parte de un
radiotrazador. Los radionuclidos utilizados mas comunmente como
trazadores son el Tecnecio-99m (**Tc) y el lodo-123 (*#I)
(Haberkorn 2008). En el contexto de la terapia con genes suicida,
recientemente se han publicado los resultados de un ensayo clinico
de fase I en el que se utilizaba un adenovirus replicativo armado con
los genes suicidas TKsr39 y CD, ademas del gen marcador hNIS,
que era inyectado directamente en la prostata de pacientes. Este gen
marcador codifica para el tranportador de membrana Sodio-loduro
Sinporter, que se expresa normalmente en la membrana basolateral
de las células del epitelio de la glandula tirodea, permitiendo el
transporte contra gradiente de un &tomo de iodo hacia el interior de
la célula y de dos &tomos de sodio hacia el exterior (Dohan, De la
Vieja et al. 2003). Esta propiedad es aprovechada para detectar
células que lo expresan, utilizando '**I como trazador. Asi, la
incorporacion del trazador se vid incrementada en las células que
fueron transducidas por el adenovirus armado, brindando
informacion sobre la localizacion anatomica de las células
transducidas (Barton, Stricker et al. 2008). En este contexto no es
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posible evaluar la actividad de los genes terapéuticos, sin embargo,
se han desarrollado trazadores susceptibles de ser detectados
mediante técnicas de SPECT que actlan como substrato del gen
terapéutico, tal es el caso de las moléculas **I-D-FIAU y **I-D-
FIAU. Se trata de analogos nucleosidicos que actGan como sustrato
de la enzima TK, incorporandose posteriormente en las cadenas de
ADN sintetizadas de novo. La acumulacion de los radiotrazadores
en células que expresan TK de manera estable fue detectada
mediante SPECT en un modelo animal (Choi, Zhuang et al. 2005).
Esta técnica se ha utilizado ademdas para estudios basicos de
genomica funcional (Haberkorn and Altmann 2003; Haberkorn,
Altmann et al. 2004).

Al igual que las técnicas de SPECT, la tomografia por emision de
positrones o PET se basa en la deteccion de radiacion gamma. La
diferencia radica principalmente en que la fuente de dicha radiacion
no es el trazador en si mismo. En PET se utilizan trazadores
marcados con radionuclidos que, durante el proceso de decaimiento
radiactivo, emiten un positron. Esta particula subatémica tiene
escaso poder de penetracion, y en un radio de aproximadamente dos
milimetros colisionara con un electron, neutralizando su carga
eléctrica. Este fendmenos se denomina anihilacion, y resulta en la
liberacion simultanea de dos fotones de radiacibn gamma, en un
angulo de 180° aproximadamente. La deteccion de estos dos
fotones emitidos simultanemente en direcciones opuestas permite
estimar la ubicacion de la fuente de radiacion, y la reconstruccion
de imégenes tridimensionales (Phelps, Hoffman et al. 1975). De
acuerdo a la naturaleza del trazador, se podran asi localizar tejidos
con actividades bioldgicas especificas. Por ejemplo, la
administracion de la molécula *®°F-fluorodeoxiglucosa (‘**F-FDG)
permite localizar tejidos con alta incorporacién de glucosa en las
células, dado que esta molécula es captada por las células por un
mecanismo similar al de la incorporacion de glucosa. Asi, aquellas
células con una tasa metabolica elevada incorporaran grandes
cantidades de FDG, permitiendo su acumulacion. Dicha
acumulacion podra ser detectada por PET y a partir de estos datos
se podra obtener informacidn sobre la localizacién anatémica donde
se localizan estas células con metabolismo acelerado. Este principio
se utiliza en la préactica clinica para la localizacion de células
cancerosas, con fines diagnosticos y de seguimiento de tratamientos
antitumorales. De manera similar, mediante el uso de analogos
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nucleosidicos marcados con *°F es posible detectar células que
expresan la enzima TK. En este caso, el mecanismo por el cual el
trazador es retenido dentro de la célula esta relacionado con la
sintesis de ADN, y con la incorporacion del trazador en las
moléculas de ADN que estan siendo sintetizadas, previa
fosforilacion por TK. Asi, solo las células que hayan sido
modificadas para expresar TK tendran una sefial positiva de PET
(Gambhir, Barrio et al. 1999; Sangro, Qian et al. 2002; Min and
Gambhir 2008) (Esquema 13).
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Esquema 13. Tomografia por emision de positrones. Tras la
administracion sistémica de un compuesto con actividad bioldgica y
marcado radiactivamente, éste se distribuird por los tejidos del
organismo quedando retenido en aquellos en los cuales tenga lugar el
proceso bioldgico en el que participa el compuesto. En caso de utilizarse
un analogo nucleosidico, el proceso bioldgico que permitira su
retencion serd la actividad de timidina quinasa. De esta manera, tras un
periodo de captacion que variara segin el organismo, el exceso de
trazador seré eliminado de los tejidos y del torrente sanguineo. Es en
esta situacion cuando se adquieren las imagenes PET. Posteriormente, el
radiotrazador es también eliminado del organismo y/o su actividad
radiactiva decae completamente.
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Diversos estudios realizados en modelos animales han demostrado
la viabilidad del uso de la técnica de PET para la deteccion de la
actividad TK, tanto en modelos generados a partir de células
tumorales que expresan establemente el gen TK, células
hematopoiéticas transducidas ex vivo (Miletic, Fischer et al. 2007;
Yaghoubi, Jensen et al. 2009), tumores inyectados con adenovirus,
sindvirus (Tseng, Zanzonico et al. 2006), virus del herpes simple
(Kuruppu, Brownell et al. 2007) y vectores derivados de virus
adenoasociados (Soghomonyan, Hajitou et al. 2007) y, finalmente,
en el parénquima hepatico de macacos inyectados con adenovirus
no replicativos que expresan TK (Fontanellas, Hervas-Stubbs et al.
2009). Ademas, esta técnica ha sido aplicada con éxito para la
deteccion de la actividad TK inducida por la aplicacion de un
adenovirus replicativo armado con los genes de la TK y de la CD,
en un modelo de cancer de prostata en perros, como prueba de
concepto para el desarrollo de un ensayo clinico de fase | en
humanos (Freytag, Barton et al. 2007).

La aplicabilidad de esta técnica para la deteccion de la expresion de
timidina quinasa inducida con fines terapéuticos en humanos
también ha sido demostrada. Pefiuelas y colaboradores observaron
que las lesiones tumorales retenian de manera especifica niveles
detectables de un analogo de penciclovir marcado con *®F, tras la
administracion intratumoral de un adenovirus no replicativo que
codifica para la enzima TK (Penuelas, Mazzolini et al. 2005).
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“La formulacién de un problema, es mas importante que su solucién”

Albert Einstein






2. Objetivos

2.1 Objetivos generales

Identificar procesos celulares y mediadores moleculares que
condicionan la eficacia citotoxica del sistema TK/GCV, en células
de adenocarcinoma pancreatico, y disefiar estrategias combinadas
tendientes a potenciar su accion terapéutica.

2. 2 Objetivos especificos

Caracterizar la sensibilidad de las células tumorales pancreéticas al
sistema TK/GCV, in vitro, y analizar la relevancia del control del
ciclo celular en la induccion de citotoxicidad por TK/GCV.

Generar y caracterizar un modelo celular de induccion de resistencia
a TK/GCV. ldentificar genes con expresion diferencial en células
resistentes, como candidatos a genes de resistencia.

Desarrollar un vector que permita la expresion de TK
conjuntamente con el silenciamiento de la expresion de BCL2, para
validarlo como diana terapéutica en tratamientos combinados.

Comparar la eficacia citotoxica de un adenovirus replicativo armado
con el gen suicida TK con la de un vector adenoviral no replicativo
que expresa TK.

Analizar el impacto del uso de un promotor especifico de tumor,
para el control de la replicacion viral y de la expresion de TK, sobre
la potencia citotoxica de un adenovirus replicativo armado con el
gen TK.

Evaluar el uso de la tomografia por emisién de positrones para
monitorizar la expresion de TK y la replicacion adenoviral in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

“In the long history of humankind (and animal kind, too) those who learned to collaborate and
improvise most effectively have prevailed”

Charles Darwin






3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Técnicas relacionadas con la manipulacién
de 4cidos nucleicos

a) ADN
a) 1. Extraccion de ADN plasmidico de células procariotas

-Minipreparacién de ADN

Esta técnica se utiliza para la obtencion de pequefias cantidades (20-
50ug) de ADN plasmidico a partir de un cultivo bacteriano axénico,
basandose en la precipitacion del ADN plasmidico en presencia de
isopropanol 'y sales, a partir de un lisado bacteriano
desproteneizado. Brevemente, se inoculan 5mL de medio LB-
Ampicilina con bacterias provenientes de una colonia aislada, se
incuba durante toda la noche a 37°C y posteriormente se aisla el
sedimento celular de una alicuota de 1.5mL por centrifugacion a
6000rpm. Las células se resuspenden en un tampén isoténico en
presencia de RNasa A (Tampon P1) y se procede a la lisis alcalina
en presencia de SDS (Tampodn P2), a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, se neutraliza el medio mediante la adicién de un
tampon de pH acido (Tampdn P3) y se separan por centrifugacion
las proteinas y, con ellas, el ADN cromosémico. Finalmente, el
ADN plasmidico se precipita con isopropanol y se lava con etanol
70%. EI ADN se mantiene en tampon TE, almacenado a -20°C.

Tampon TE:
10mM Tris-Cl pH 8

ImM EDTA

-Maxipreparacién de ADN

Esta técnica permite obtener grandes cantidades (100-500ug) de
ADN plasmidico de alta pureza. Se utilizé el kit comercial Qiagen®
Plasmid Maxi Kit de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
La técnica se basa en la elevada afinidad del ADN por una resina de
intercambio anidnico, en condiciones de baja y media fuerza ionica.
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En estas condiciones, el ARN, las proteinas y otros contaminantes
de bajo peso molecular no presentan afinidad por la resina, siendo
asi separados del ADN. En presencia de altas concentraciones de
sales, el ADN es eluido de la resina y el proceso se completa con la
precipitacién del ADN con isopropanol y su posterior lavado con
etanol 70%. EI ADN se mantiene en tampon TE, almacenado a -
20°C.

a) 2. Extraccion de ADN total a partir de tejidos

Se purificd ADN total (gendmico y adenoviral) de tejidos mediante
una extraccion fenol-cloroférmica, seguida de precipitacion en
presencia de alcohol y sales, basada en el protocolo descrito por
Gross-Bellard (Gross-Bellard, Oudet et al. 1973). Brevemente, se
congelan las muestras a -80°C y se trituran con un mortero, en
presencia de nitrégeno liquido para evitar su descongelacion, hasta
obtener un polvo fino. Posteriormente, se procede al lisado de la
muestra en presencia de Proteinasa K (Tampon de Lisis) durante 24
horas a 50°C. A continuacién, se separa el ADN de las proteinas y
del ARN mediante extraccion con una mezcla de fenol, cloroformo
y alcohol isoamilico (proporcidén 25:24:1). Se descartan la fase
organica (que contiene el ARN) vy la interfase (donde se localizan
las proteinas), conservando el ADN presente en la fase acuosa, el
cual sera precipitado a continuacion mediante la adicién de
isopropanol en presencia de sales. Para finalizar, el ADN
precipitado se lava con etanol al 70% y se resuspende en tampon TE
para su posterior almacenamiento.

Tampon de Lisis:
10mM Tris-Cl pH 8
25mM EDTA pH 8
100mM NacCl
0,5% (p/v) SDS
0,1mg/mL Proteinasa K

a) 3. Cuantificacion de ADN
La concentracion de ADN se determiné por medicion de la

absorbancia a una longitud de onda de 260nm, en un
espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amersham Biosciences). La
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ecuacién que relaciona la concentracién de ADN con la densidad
Optica es la siguiente:

[ADN] = DO2so X FD x 50 pg/uL

donde,

[ADN] es la concentracion de ADN en pg/uL

FD es el factor de dilucion

DO, es la densidad 6ptica de la solucion, medida a 260nm

Adicionalmente, se puede realizar una valoracion aproximada del
grado de pureza del ADN, calculando el cociente DO,g0/DO2go. Para
la realizacion de experimentos de transfeccion en céulas eucariotas
se recomienda utilizar diluciones de ADN con un cociente superior
oigual al,8.

a) 4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite la amplificacion in vitro de un
fragmento especifico de ADN, mediante la actividad de la enzima
ADN polimerasa de Thermophilus aquaticus (Tag polimerasa), que
incorporarda  deoxinucleétidos (dNTP) a los oligonucleétidos
(cebadores o primers) complementarios a los extremos de la regién
que se desea amplificar, usando una hebra de ADN desnaturalizado
como molde. La especifidad de la reaccion viene dada por la
secuencia nucleotidica de los dos cebadores, que deben estar
disefiados para que no hibriden en otra region del genoma, ademas
de las regiones flanqueantes al fragmento a amplificar. Para
obtener suficiente cantidad de ADN amplificado (amplicdn) se debe
repetir al menos veinticinco veces el ciclo de desnaturalizacion-
hibridacién de cebadores-sintesis de ADN-desnaturalizacion. Para
esto se somete a la mezcla de reaccion a cambios programados de
temperatura, segun se describe a continuacion:

Programa:

94°C 5 minutos (Desnaturalizacion)
94°C 60 segundos (Desnaturalizacion)
60°C 60 segundos }35x (Hibridacion)

72°C 60 segundos (Sintesis de ADN)
72°C 10 minutos (Sintesis de ADN)
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La temperatura de hibridacién de los cebadores y el tiempo de
sintesis de ADN seran diferentes de acuerdo a la secuencia
nucleotidica de los cebadores y a la longitud del amplicon,
respectivamente. Las  condiciones  deben  establecerse
experimentalmente, pero suele realizarse utilizando una temperatura
de hibridacién 5°C menor a la temperatura teérica de disociacién
del 50% de los cebadores de su secuencia complementaria. La
duraciéon del periodo de sintesis de ADN suele establecerse en
sesenta segundos para amplificar un fragmento de una kilobase, o
un tiempo proporcional al nimero de pares de base del amplicén,
manteniendo dicha relacion.

La reaccion se realiza con los sustratos presentes desde el comienzo
del programa, de ahi la necesidad de utilizar una enzima resistente a
la incubacion a 94°C del paso de desnaturalizacion, como la Taq
polimerasa. La mezcla de reaccion se detalla a continuacion:

Reaccion de PCR:
10-50 ng de ADN molde
1x Tampodn de reaccion (Roche)
(1,5 mM MgCl; incluido en el tampdn)
0,2 mM de cada dNTP (Pharmacia Biotech)
10 uM de cada cebador
0,5 U de Taq polimerasa (Roche)

Cebadores utilizados:

TKF: CTCATCCCGCCGACCT

TKR: CACGACCCGCCGCCCTG
E1A(icovir)_F CGCGTTAAAGCCAATAGGAA

E2F R CGGCCATTTCTTCGGTAATA

E1A F ATCGAAGAGGTACTGGCTGA

E1IA R CCTCCGGTGATAATGACAAG
Hexon_F GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC
Hexon_R CAGCACGCCGCGGATGTCAAAG

En este trabajo se utilizé un termociclador ABI GeneAmp 9600
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(Applied Biosystems) para llevar a cabo los programas ciclicos de
cambio de temperatura.

a) 5. PCR en tiempo real

Para la medida semicuantitativa relativa de fragmentos especificos
de ADN copia, se utilizd la técnica de PCR en tiempo real,
utilizando el colorante SYBRgreen (Roche) en un termociclador de
capilares LightCycler (Roche). La técnica se basa en la
cuantificacion de la fluorescencia de la tinta, cuya sefial aumenta al
estar intercalada en ADN de doble cadena. En cada ronda de
sintesis de ADN, se generan nuevas moléculas de ADN de doble
cadena y la sefial de SYBRgreen aumenta. El ciclo en el cual la
intensidad de fluorescencia es significativamente mayor a la sefal
del colorante sin estar unido a ADN se denomina Crossing Point
(Cp). Cuanto mayor sea la concentracion del ADN especifico a
cuantificar, menor serd el valor de Cp. Asi, la abundancia relativa
de una secuencia en una determinada muestra con respecto a la
misma molécula en otra muestra se puede calcular mediante la
siguiente formula:

I AC AC
Ratio = Egjana Pl Ereferencia P

donde,

Ratio es la relacion entre la expresion del gen diana en las
condiciones de interés con respecto a las condiciones control
Egianarreferencia €5 1a eficiencia de la reaccion de PCR para el gen
diana o el de referencia. Se calcula como la pendiente de la
curva que surge de relacionar los valores de Cp con la
concentracién de un ADN diana. En este caso, se utilizaron
concentraciones relativas obtenidas mediante el analisis de
diluciones seriadas de una mezcla de ADNs

ACp es la diferencia entre los Cp del gen control y del gen de
interés

Se utilizaron oligonucledtidos sintetizados y purificados por HPLC
(Sigma-Genosys) a modo de cebadores. Las secuencias nucleotidica
de los mismos se listan a continuacion:

TKrT F ATCTTGGTGGCGTGAAACTC
TKrT R TAGCGTGGGCATTTTCTG
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GADDA45 ¢ CGGACCTGCACTGCGT

GADDA45 g ATAAGTTGACTTAAGGCAGGATCCTT
(Napieralski, Ott et al. 2005)

CCNEL1 ¢ TGGGCAAATAGAGAGGAAGTC

CCNE1 r TTCAGGGTATCAGTGGTGC
(Ullmannova, Stockbauer et al. 2003)

GPC3 ¢ GTGCCCATTCTCAACAACGC

GPC3 r TCATTCCATTCCTTGCTGCC
(Baer, Nees et al. 2004)

ACTB ¢ AGAGCTACGAGCTGCCTGAC

ACTB r AAAGCCATGCCAATCTCATC
(Baer, Nees et al. 2004)

GPC4 ¢ AAGGACTTGCCATGGTTCAC
GPC4 r ACGTGGCTAAAGGTCACCAC

NMU ¢ GAAGACACAGAAGTTGGGCAAGT
NMU r CTCTTCATTCTTCTCTCATGCAGGT
(Shetzline, Rallapalli et al. 2004)

WNT5A ¢ AGGGCTCCTACGAGAGTGCT
WNTS5A GACACCCCATGGCACTTG

(Yang, Hwang et al. 1998)

POLK CCTCAAGAGAAAATGTGTAATTCAA
POLK r CATTGTGCCTGGCCTAACTAA

Las secuencias de los cebadores fueron extraidas de las
publicaciones que se indican en cada caso, o0 disefiadas utilizando el
programa informatico Primer3.

El programa de termociclador utilizado fue el siguiente:

95°C 10 minutos (Desnaturalizacion)

95°C 15 segundos (Desnaturalizacion)

60°C 5 segundos 5x  (Hibridacion)

72°C 9 segundos (Sintesis de ADN)
68-95°C 10 minutos (fusion)

50



Materiales y Métodos

La cuantificacién de fluorescencia se realizd al final de cada
incubacion de sintesis de ADN (72°C), excepto para GPC3, para el
que se realizaron las mediciones a 80°C.

a) 6. Digestion con enzimas de restriccion y modificacion

-Endonucleasas de restriccion

Para llevar a cabo la generacién de construcciones plasmidicas
mediante el clonado de fragmentos de restriccion u
oligonucleodtidos, y para la generacion de vectores adenovirales a
partir de genomas recombinantes , se utilizaron las siguientes
enzimas de restriccion, siguiendo las instrucciones de los
respectivos fabricantes: BamHI (Fermentas), Bglll (Fermentas),
EcoRV (Fermentas), Hindlll (Fermentas), Kpnl (Fermentas), Notl
(Fermentas), Pacl (New England Biolabs), Pmel (New England
Biolabs), Sall (Fermentas), Swal (Fermentas) y Xbal (Fermentas).
En la mayoria de los casos, se realiza la reaccion enzimética en un
volumen final de 20 uL, mezclando 1-5 pg de ADN, el tampon
provisto por el fabricante para ser usado con cada enzima, 1 U de
enzima por cada microgramo de ADN a digerir, en agua destilada.
La mezcla se incuba al menos dos horas a la temperatura éptima de
cada enzima (37°C en la mayoria de los casos) y posteriormente se
purifica(n) el/los fragmentos de ADN mediante electroforesis
preparativa en gel de agarosa.

-Generacién de extremos romos

Aprovechando la actividad 5’— 3 ADN polimerasa del fragmento
Klenow de ADN polimerasa | de E coli, se generaron extremos
romos a partir de extremos cohesivos generados por digestion con
Hindlll. Para ello, se incuba el ADN con la enzima Klenow (USB),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se mezcla,
en agua destilada, el ADN que contiene extremos 3’ cohesivos con
el tampdn de la enzima (provisto por el fabricante), 100 uM de cada
dNTP, 1 mM DTT y 1 IU de enzima por microgramo de ADN. Se
incuba la mezcla durante media hora a temperatura ambiente y
luego se purifica el ADN mediante electroforesis preparativa en gel
de agarosa.
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a) 7. Clonaje de oligonucleétidos de ADN en plasmidos

Se sintetizaron por separado las hebras sentido y antisentido de la
secuencia a clonar en el plasmido y se purificaron mediante HPLC
(Sigma-Genosys).  Posteriormente, se  resuspendieron  los
oligonucledtidos en agua, a una concentracion de 250 pM.

Un volumen de 10uL de cada oligonucléotido fue incubado con
igual cantidad de su oligonucledtido complementario en 180 uL de
Tampon de Hibridacion 1x durante treinta minutos a 95°C y
posteriormente se mantuvieron a temperatura ambiente para
dejarlos enfriar gradualmente a 25°C. Los dimeros resultantes
fueron clonados mediante ligacion, en una relacion molar
inserto:plasmido de 40:1.

Tampdn de Hibridacion:
10 mM Tris-HCI
100 mM NacCl

-Reaccion de ligacion

Consiste en la formacién de uniones fosfodiéster entre grupos 5’-
fosfato y grupos 3’-hidroxilo utilizando una enzima extraida del
fago T4 (T4 DNA ligase, Roche). El proceso es dependiente de
ATP y se realiza a 16°C durante toda la noche. Para reacciones de
10 puL de volumen final se ensayan varios ratios molares
inserto:vector (en este trabajo, de 1:20 y 1:40, partiendo de 60 ng
de vector). Los productos de reaccion se utilizan seguidamente para
transformar bacterias competentes.

- Clonado y amplificacién de construcciones

Para la amplificacion de las construcciones que contienen
secuencias  palindromicas  se  utilizaron las  bacterias
quimiocompetentes LyoComp GT116 (Invivogen), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Se trata de células E coli a las
cuales se les han eliminado los genes sbcC y sbcD, que codifican
para los componentes del complejo proteico SbcCD, capaz de
reconocer y clivar secuencas palindromicas, como los ARN en
horquilla (hairpins).
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a) 8. Electroforesis en geles de agarosa

Con el objetivo de separar fragmentos de ADN de diferente tamafio,
sea de manera analitica o preparativa, se utilizd la técnica de
electroforesis en geles de agarosa. Esta técnica se basa en la
capacidad de las moléculas de ADN, cargadas negativamente por
los grupos fosfato, de migrar hacia el &nodo (anaforesis) cuando son
sometidas a un campo eléctrico. Si dichas moléculas son colocadas
en una matriz porosa (en este caso el gel de agarosa), la capacidad
de migracion se verad restringida por el tamafio de los poros,
generandose un gradiente de velocidades de migracion en funcion
del tamafio de las moléculas de ADN. Durante el desarrollo de este
trabajo se utilizaron geles con una concentracion de agarosa
(Seakem LE Agarose, Cambrex Biosciences) que vario entre 0,8%
p/v'y 2% p/v en tampon TBE 0,5x, dependiendo del tamafio de los
fragmentos que se desaba separar. Los geles contenian, ademas, 0,5
ug/mL de bromuro de etidio (Sigma), un agente intercalante que
emite fluorescencia, al exponerse a la luz ultravioleta, cuando esta
asociado a una doble hebra de ADN, permitiendo asi su
visualizacion. En cada electroforesis se incluyd un carril con un
marcador de peso molecular (1 kb DNA ladder, Invitrogen) y las
muestras fueron diluidas en un tampdén de carga, antes de ser
cargadas en el gel, con el fin de conferirles mayor densidad y color.

Tampdn TBE 0,5x:
45 mM Tris
45 mM Acido bérico
0,002 MM EDTA
Tampon de carga 6x:
0,25% p/v Azul de bromofenol
0,25% p/v Xilencianol
40% Sacarosa

a) 9. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa

Se utilizo el kit comercial Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen),

siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, tras separar
los fragmentos de ADN por electroforesis en gel de agarosa tefiido
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con bromuro de etidio, se visualizan las bandas en un
transiluminador de luz ultravioleta (UV) y se aisla la banda de
interés utilizando un bisturi. Se solubiliza el trozo de agarosa en un
tampdn provisto por el kit y se aplica en una membrana de silica-
gel. La alta afinidad del ADN por la membrana permite la elucion
de impurezas y posteriormente se recupera el ADN por elucion
utilizando un tampon de baja fuerza idnica.

a) 10. Secuenciacién

Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de vectores plasmidicos
y de fragmentos de ADN obtenidos por digestion con enzimas de
restriccion. Las condiciones de reaccién de marcaje fueron
diferentes en uno y otro caso, segun se describe a continuacion,
pero en ambos se obtuvo la secuencia mediante el método de
terminacion  por  dideoxinucledtidos  (ddNTPs)  marcados
fluorescentemente (kit BigDye 3.0). Ambas reacciones de marcaje
se realizaron en un termociclador Techgene (Techne).

Reaccion de marcaje para secuencias de ADN
plasmidico:

100 ng de plasmido

0,32 mM de cebador T3

2uL de reactivo BigDy3 3.0

en un volumen final de 10 pL.

Programa:
94°C 3 minutos
94°C 30 segundos
50°C 15 segundos}ZSx
60°C 4 minutos

Tras la reaccion de marcaje, los productos se purifican mediante
cromatografia de exclusion molecular para eliminar restos de
reactivos, tales como agregados de fluordforos, que podrian
interferir en el analisis de las secuencias. Para tal fin, se utilizaron
columnas Autoseq G-50 y Sephadex G-50 (Amersham Bioscience
Biotech). Las secuencias fueron obtenidas utilizando un
secuenciador capilar ABI3100, en la Unidad de Gendmica de la
Universitat Pompeu Fabra.
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a) 11. Plasmidos y oligonucleotidos

El plasmido pAVU6+27 fue cedido gentilmente por el Dr Albert
Jordan (Yang, Chen et al. 2005). Los vectores de clonado de
CCNEL1 (full-length clone, IRAUp969H0878D) y GADD45A (EST
clone, IMAGp99811012777Q) fueron adquiridos del banco de
clones ImaGenes GmbH (Germany). Los pldsmidos pBluescript
S/K +/-, pShuttle-CMV, pLxSN y pLHCx fueron adquiridos a la
casa comercial Stratagene. El plasmido pSFFV-Bcl2-neo fue cedido
gentilmente por la Dra Angels Sierra.

Al igual que los oligonucle6tidos utilizados como cebadores, los
oligonucleodtidos utilizados para construir el vector de expresion de
shRNAs fueron adquiridos a la casa comercial Sigma-Genosys. En
este caso, el tipo de purificacion fue por HPLC.

Oligo B-Sense
TCGACGCTGCACCTGACGCCCTTCACAAGCTTGTGAAGGGCGTCAGGT
GCAGCTTTTT

Oligo B-AntiSense
CTAGAAAAAGCTGCACCTGACGCCCTTCACAAGCTTGTGAAGGGCGT
CAGGTGCAGCG

Oligo C-Sense
TCGACGGGACGCTTTGCCACGGTGGTAAGCTTACCACCGTGGCAAAG
CGTCCCTTTTT

Oligo C-AntiSense
CTAGAAAAAGGGACGCTTTGCCACGGTGGTAAGCTTACCACCGTGGC
AAAGCGTCCCG

Oligo D-Sense
TCGACGGGAGGATTGTGGCCTTCTTTAAGCTTAAAGAAGGCCACAATC
CTCCCTTTTT

Oligo D-Sense
CTAGAAAAAGGGAGGATTGTGGCCTTCTTTAAGCTTAAAGAAGGCCA
CAATCCTCCCG
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a) 12. Transformacién con ADN plasmidico

Se utilizaron células E. coli de la cepa JM109 en fase exponencial
de crecimiento en medio LB (densidad dptica del cultivo a Agoonm =
0.3 - 0.4). Las células fueron permeabilizadas por tratamiento con
polietilenglicol (PEG) y posteriormente incubadas en hielo durante
30 minutos con el producto de las reacciones de ligacion descritas
mas arriba, facilitando asi la entrada del ADN a las céluals. A
continuacion se incuban las células a 37°C en medio LB sin
antibidtico durante 45 minutos a fin de permitir que las células que
hayan incorporado el pldsmido sinteticen las enzimas que les
confieren resistencia a antibiéticos. Posteriormente se procede a
sembrar el cultivo en placas de LB-Agar suplementado con el
antibiotico apropiado. Al cabo de una incubacién de toda la noche a
37°C se pueden visualizar las colonias transformantes.

b) ARN
b) 1. Extraccion de ARN total de células eucariotas

Se utiliz6 el reactivo comercial TriPure Isolation Reagent (Roche)
para la extraccion de ARN total a partir de células en cultivo. La
técnica comprende tres pasos: homogeneizacion vy lisis celular con
inactivacion de nucleasas por el tiocianato de guanidina presente en
el reactivo; extraccion fenol-cloroférmica y precipitacion con
isopropanol.

Para los ensayos de hibridacion en microarrays de ADN los ARNs
fueron purificados utilizando el kit comercial RNeasy® Mini Kit
(Qiagen). Esta técnica también involucra un paso de lisis celular
con un tampdén que contiene un inactivador de nucleasas
(isotiocianato de guanidina) pero la purificacion de ARN se realiza
por union a una membrana de silica gel, en condiciones de alta
salinidad y en presencia de etanol. Los contaminantes no son
retenidos por la membrana, permitiendo asi la eliminacion de los
mismos, durante lavados sucesivos, Yy la posterior elucion del ARN
con agua destilada.
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b) 2. Cuantificacién y control de calidad

Se realizd la cuantificacién espectrofotométrica de ARN extraido
midiendo la absorbancia o densidad éptica de una dilucion 1/50 de
muestra, a una longitud de onda de 260 nm en un espectrofotometro
Ultrospec 3100 pro (Amersham Biosciences). La ecuacion que
relaciona la densidad dptica de la solucion con la concentracion de
ARN es la siguiente:

[ARN] = DO X FD X 40 pg/pL

donde,

[ARN] es la concentracién de ARN en pg/uL

FD es el factor de dilucion

DO, es la densidad 6ptica de la solucion, medida a 260nm

Adicionalmente, se puede realizar una valoracion aproximada del
grado de pureza del ARN calculando el cociente DO2g/DO2g0. Se
recomienda trabajar con ARNS que posean un cociente mayor o
igual a 1,8.

Para los ensayos de hibridacién en microarrays, la concentracion de
ARN fue cuantificada utilizando un espectrofotémetro NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies) y la
integridad del ARN, asi como las cantidades relativas de las
fracciones 18S y 28S de ARN ribosomal fueron evaluadas
utilizando el RNA 6000 Nano Assay Kit en un analizador 2100
Bioanalyzer (Agilent), segun las recomendaciones del fabricante

b) 3. Eliminacion de ADN contaminante

Con el objetivo de eliminar trazas de ADN contaminante en las
muestras de ARN purificado a partir de células, las muestras fueron
tratadas con el kit comercial Turbo DNA-free (Ambion), de acuerdo
a las recomendaciones del fabricante.

b) 4. Sintesis de ADN copia (ADNCc)

Para la sintesis de ADNc a partir de ARN total, se utiliz6 el kit
comercial RETROscript® (Ambion Inc) siguiendo las indicaciones
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del fabricante. Partiendo de 1 ug de ARN por reaccion , se realiz6
la transcripcion reversa a ADNc por accion de la enzima
Transcriptasa Reversa del virus de la leucemia murina de Moloney
(MMLV-RT) , utilizando cebadores al azar, de diez nucleotidos de
longitud.

b) 5. Andlisis transcriptomico mediante micrarrays de
oligonucleottidos

- Generacién de sondas de ARN copia (ARNCc)

El ARN de las muestras a analizar fue utilizado como molde para la
sintesis de sondas fluorescentes utilizando el sistema comercial
Agilent Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit
(Agilent). Brevemente, se realiza una retrotranscripcion del ARN
utilizando la enzima MMLV-RT vy un cebador que contiene una
secuencia oligonucleotidica de deoxitimidinas (oligo dT, que
permite la unién del cebador a la cola de poliadeninas de los ARN
mensajeros) y la polimerasa del fago T7. En este paso se sintetiza el
ARNCc. La ARN polimerasa del fago T7 incorporara el nucledsido
citidina trifosfato (CTP) marcado con el fluorocromo cyanina 3
(Aexcitacion = 532 nm) 0 cyanina 5 (Aexcitacion = 633 NmM).

- Hibridacién

Las sondas se mezclaron en tampdén de hibridacion In situ
Hybridization Kit Plus (Agilent) y se realizd una hibridacion
competitiva de dos colores en microarrays de oligonucledtidos de
60mer H22K (Agilent) durante 18 horas en agitacion, a 60°C en la
unidad de Microarrays del CRG.

- Adquisicién de datos

Las imagenes fluorescentes fueron obtenidas usando un lector
Agilent G2565BA a un a potencia del LASER y del
fotomultiplicador del 100%. La cuantificacion se realizo utilizando
el programa informatico GenePix 6.0 software (Axon, Molecular
Devices, Sunnywale, CA) utilizando la opcion irregular feature
finding.
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- Anélisis de datos

Los datos crudos fueron filtrados y normalizados usando el paquete
Limma, desarrollado en el marco del proyecto Biconductor
(Gentleman, Carey et al. 2004) utilizando en entorno de
programacion estadistico R. Se realizd normalizacion Lowess para
la sefial de los canales. Los genes analizados fueron clasificados
como diferencialmente expresados cuando  sus valores para el
estadistico empirico B Bayes se encontraron por encima del
percentil 95 y presentaron un cambio de intensidad (fold change)
con un valor absoluto igual o superior a 1,2. Para todos los analisis
estadisticos se utilizo el paquete Limma en el entorno R (Wettenhall
and Smyth 2004).

3.2 Técnicas relacionadas con la manipulacién
de proteinas

a) Obtencion y cuantificacion de extractos proteicos

Los extractos proteicos fueron obtenidos mediante lisis celular
utilizando diferentes tampones de lisis, dependiendo de la
localizacion subcelular de la proteina que se deseaba detectar, segun
se detalla a continuacion.

Deteccion de Bcl-2:
0,5 % Tritén X-100
300 mM NacCl
50 mM Tris-HCl pH 7,4
1 mM PMSF (agregado justo antes de usar)

Se utilizan entre 75 puL y 100 uL de tampdn para una placa de 60
mm de didmetro. La lisis se realiza en hielo, durante 30 minutos y
posteriormente se centrifuga durante 15 minutos a 4°C, a 150000
rpm. El sedimento se descarta y se trasvasa el sobrenadante a un
tubo nuevo, almacenandose a -80°C hasta el momento de su
utilizacion.

Deteccion de PARP:
25 mM Tris-HCI pH 7,5
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1% SDS
2 mM EDTA
4 mg/mL R-glicerofosfato

Se utilizan entre 75 puL y 100 uL de tampdn para una placa de 60
mm de didmetro. La lisis se realiza a 98°C durante 10 minutos y
posteriormente se centrifuga durante 15 minutos a 15000 rpm,
conservandose el sobrenadante y descartando el sedimento celular,
que se almacena a -80°C hasta el momento de su utilizacién.

Deteccion de histona y-H2AX:
10 mM HEPES pH 7,9
1,5 mM MgCl,
10 mM KCI
0,5 mM DTT (agregado justo antes de usar)
1,5 mM PMSF (agregado justo antes de usar)

La fraccion soluble en acido fue extraida mediante el protocolo
sugerido por el proveedor del anticuerpo anti-y-H2AX.
Brevemente, habiendo recogido las células y habiendolas laado en
PBS, se resuspenden los sedimentos celulares en 5-10 volimenes de
tampodn de lisis y se agrega posteriormente HCI hasta alcanzar una
concentracion final de 0,2M, dejando incubar durante treinta
minutos en hielo. A continuacion se centrifuga a 11000 x g durante
diez minutos a 4°C para separar la fase soluble en 4&cido
(sobrenadante) del sedimento correspondiente a la fraccion no
soluble. El exceso de &cido es eliminado mediante dialisis contra
acido acético 0,1 My luego contra agua.

Extractos Nucleares (Tampdn hipoténico):
10 MM HEPES pH 7,4
10 mM KCI
1,5 mM MgCl,
0,1 mMEDTA
I1mMDTT
0,15% v/v Nonidet P-40 (NP-40, IGEPAL)
1x Inhibidor de Proteasas (agregado justo
antes de usar)
10 mM NaVOs; (agregado justo antes de usar)
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Extractos Nucleares (Tampdn de lisis):
25 mM Tris-Cl pH 7,5
1 mMEDTA
1% p/v SDS
20 mM R-glicerofosfato
1x Inhibidor de Proteasas (agregado justo
antes de usar)
10 mM NaVOs; (agregado justo antes de usar)

Este protocolo es una adaptacion del descrito por Brunet et al
(Brunet, Kanai et al. 2002) para la obtencion de extractos nucleares.
Consta de un primer paso de lisis con un tampon hipotonico,
preservando la integridad nuclear. Tras incubar 10 minutos en hielo
y centrifugar a 4°C durante 5 minutos y a 800 x g se descarta el
sobrenadante, que contiene la fraccion citoplasmatica, y se lisa el
sedimento nuclear con un tampdén que contiene 1 % SDS.
Posteriormente, se centrifuga a 16000 x g durante 15 minutos y a
4°C de temperatura. Se trasvasa el sobrenadante a un tubo nuevo y
se conserva a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

La concentracién proteica de los extractos fue determinada
utilizando el sistema comercial BCA (Promega), basado en la
reaccion de Biuret (reduccion de Cu™ a Cu® por los enlaces
peptidicos en medio alcalino) y posterior cuantificacion
espectrofotométrica del complejo formado por el cation Cu® vy el
reactivo BCA (A = 562 nm). La concentracion proteica de los
extractos fue interpolada en la curva patrén (concentracion vs
absorbancia) realizada con soluciones estdndar de concentraciones
conocidas de albumina sérica bovina. Las mediciones de densidad
Optica se realizaron utilizando un lector de ELISA Versamax
Microplate Reader (Molecular Devices), en placas de 96 pocillos.

b) Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Para llevar a cabo la separacién de proteinas segin su peso
molecular, se utiliz6 la técnica descrita por Laemmli, que consiste
en tratar los extractos proteicos con un agente reductor (2-
mercaptoetanol) y un detergente aniénico (SDS) para destruir la
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estructura cuaternaria de las proteinas y posteriormente someterlas a
electroforesis en un gel de poliacrilamida. Las proteinas son atraidas
hacia el anodo debido a las cargas negativas aportadas por el SDS y
la separacion de las mismas se consigue gracias a las diferencias en
su capacidad de migrar a través de la malla de poliacrilamida,
dependiendo de su peso molecular.

En todos los experimentos se utilizé un gel compuesto por una fase
concentradora, conteniendo un 4% de poliacrilamida, y una fase
separadora cuyo porcentaje de poliacrilamida varié segun el
experimento. La electroforesis se realiz6 durante 90 minutos a 120
voltios, en una cubeta electroforética Miniprotean Il Electrophoresis
Cell (Bio-Rad) y se utiliz6 un marcador de peso moloecular
pretefiido Benchmark® o HiMark para proteinas de alto peso
molecular (Invitrogen).

Tampon de desnaturalizacién y carga (Laemmli 6x):
350 mM Tris-Cl pH 6,8
30% (v/v) Glicerol
10% (p/v) SDS
0,6 M Ditiotreitol (DTT)
0,012% (p/v) Azul de bromofenol

Tampon de electroforesis 1x:
25 mM Tris-base
20 mM Glicina
0,1% (p/v) SDS

c) Electrotransferencia (Western Blot)

Una vez separadas las proteinas se realizo la electrotransferencia de
las mismas a una membrana de nitrocelulosa Hybond™
(Amersham) utilizando la cuba electroforética Miniprotean Il
Electrophoresis Cell (Bio-Rad). Se aplic6 una corriente de 400
miliamperios durante una hora, a 4°C, en un tampdn que contiene
metanol al 20%. Pasado este tiempo se retird la membrana y se
realiz6 una tincién inespecifa con el colorante Ponceau-S (Sigma)
para corroborar la presencia de proteinas en la membrana.
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Tampon de transferencia 1x:
25 mM Tris-Cl pH 8,3
200 mM Glicina
20% (v/v) Metanol

d) Deteccién inmunolégica de proteinas

La membrana de nitrocelulosa tiene la capacidad de unir proteinas
de manera inespecifica por lo que, una vez transferidas las proteinas
separadas electroforéticamente, es necesario bloquear la membrana
para evitar que los anticuerpos que se utilizaran para el revelado
inmunoldgico se adhieran a la misma. Esto se consigue incubandola
con una suspensién de proteinas que no presente reactividad
inmunologica cruzada con la proteina que se intenta visualizar. En
el presente trabajo se utiliz6 un tamp6n de bloqueo que contenia
leche descremada en polvo al 5%, incubando durante una hora a
temperatura ambiente, y posteriormente se procedié a la incubacion
con los anticuerpos primarios. Alternativamente, para la deteccion
del fosfopéptido P-Chkl se utilizd un tampdén de bloqueo que
contenia un 5% de albdmina sérica bovina (BSA, Sigma) en lugar
de leche, para evitar una posible reaccién cruzada del anticuerpo
con la proteina caseina presente en la leche.

A continuacion, se presenta una tabla-resimen donde se detallan el
nombre comercial, las diluciones utilizadas, el isotipo, la fuente y
los proveedores que comercializan los diferentes anticuerpos
primarios que fueron utilizados en este trabajo:

63



Materiales y Métodos

Nombre D'.Il.Jc'on Isotipo Fuente | Clonalidad | Casa comercial
utilizada
Gaddd5a (H-165) sc-797 1/1000 19G Conejo Policlonal Santa Cruz
Biotechnology
ATR (H-300) sc-28901 1/1000 19G Conejo | Policlonal Santa Cruz
Biotechnology
Cyclin E (HE-12) sc-247 1/200 Igo2b | Raton | Monoclonal | _Sonacruz
Biotechnology
Bel2 (100) sc-509 1/200 1gG1 Raton | Monoclonal | _ S3naCruz
Biotechnology
Lamin B1 (H-90) sc-20682 1/500 19G Conejo | Policlonal Santa Cruz
Biotechnology
Chk1 (G-4) sc-8408 1/1000 19G2a Rat6n Monoclonal Santa Cruz
Biotechnology
Chk2 (H-300) sc-9064 1/500 19G Conejo | Policlonal Santa Cruz
Biotechnology
hILP/XIAP 1/1000 1gG1 Rat6n Monaclonal | BD Biosciences
Pharmigen
Phospho-Chk1 (Ser345) (133D3) 1/200 19G Conejo Monoclonal Cell Signaling
hPARP 1/5000 1gG1 Raton | Monoclonal | BP Blosciences
Pharmigen
Phospho-Chk2 (Thr68) 1/200 1gG Conejo Policlonal Cell Signaling
Cdc25A clone DC5120 1/500 19G2a Ratén Monoclonal Upstate
gamma-H2AX (ser1391) clone . -
JBW301 1/1000 19G1 Raton | Monoclonal Millipore

En todos los casos se realiz6 la incubacion del anticuerpo primario
(que confiere especificidad al inmunorrevelado) durante toda la
noche a 4°C, con agitacion constante. Las diluciones de anticuerpo
se realizaron en tampdn de hibridacion de anticuerpos con leche o
albimina sérica bovina segun el caso.

Antes de incubar con el anticuerpo secundario (que permite la
visualizacion de las bandas de proteina) se lava la membrana tres
veces con TBS 0,1% Tween-20. La incubacion se realiza, al igual
que para el anticuerpo primario, en tampén de hibridacion de
anticuerpos, pero durante una hora a temperatura ambiente.

Los anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo fueron:

Anti-Inmunoglobulinas de raton: Polyclonal Rabbit Anti-
Mouse Immunoglobulins/HRP (Dako); dilucion 1:5000; generado
en conejo, inmunorreactivo contra las inmunoglobulinas de raton
sin especificidad de isotipo.

Anti-Inmunoglobulinas de conejo: Polyclonal Goat Anti-
Rabbit Immunoglobulins/HRP (Dako); diluciéon 1:5000; generado
en cabra, inmunorreactivo contra inmunoglobulinas de conejo sin
especificidad de isotipo.
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El revelado se realizé utilizando el sistema comercial ECL Western
Blot Detection Reagents (Amersham Biosciences) segun las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, la enzima peroxidasa
de rdbano (HRP, del inglés Horseradish Peroxidase), unida
covalentemente a los anticuerpos secundarios, cataliza la reaccion
de oxidaciéon del reactivo luminol. Esta reacion transcurre con
liberacion de fotones que pueden ser detectados utilizando una
camara tipo CCD. EIl equipo utilizado en este trabajo fue el
Luminescent Image Analyzer LAS-3000 (Fujifilm) y el programa
informatico para la adquisicion de las imagenes fue el ImageReader
LAS-300Pro (Fujifilm). Posteriormente, se ralizo la cuantificacion
densitométrica de las bandas utilizando el programa Image Gauge
v4.22 (Fujifilm).

Tampon de bloqueo/hibridacién de anticuerpos:
5% leche descremada en polvo (o 5% BSA)
0,1% Tween-20 (Sigma)
TBS 1x

TBS 1x:
10 mM Tris-Cl pH 7,5
100 mM NacCl

e) Inmunofluorescencia

y-H2AX

Para la detecciéon inmunoldgica de y-H2AX se utilizo el anticuerpo
comercial Anti-phospho-Histone H2A.X (ser139), clon JBW301
(Millipore), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, tras lavar las células con TBS, éstas son fijadas con
una mezcla de etanol:acido acético 95:5 durante cinco minutos y
posteriormente incubadas con albdmina sérica bovina al 3% en
TBS, para bloquear la union inespecifica de anticuerpos. El
anticuerpo primario se incuba a una concentracion de 2 ug/mL, en
presencia de 3% de albumina sérica bovina, durante una hora.
Transcurrido este tiempo, se realiza un lavado con TBS y se
incuban las muestras con una dilucion 1/400 de anticuerpo
secundario (Alexa488 anti Mouse, DAKO) durante 1,5 horas.
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P-Chk2

Para la deteccion inmunolégica de la proteina Chk2 fosforilada en
la treonina 68 se utilizd el anticuerpo comercial Phospho-Chk2
(Thre8) (Cell Signaling), de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, las células, cultivadas en cubreobjetos, son
lavadas con PBS y posteriormente fijadas y permeabilizadas con
metanol, durante diez minutos a -20°C. Posteriormente, se elimina
la autofluorescencia mediante incubacion con 0,1% de borohidruro
de sodio (Sigma) en TBS, durante cinco minutos. A continuacion,
los cubreobjetos son lavados en TBS y las células incubadas en
tampodn de bloqueo durante una hora a temperatura ambiente, tras lo
cual se incuban las muestras con una dilucion 1/4 del anticuerpo
primario en TBS suplementado con 1% de albdmina sérica bovina.
Transcurrido ese tiempo, se lavan las muestras con TBS y se
incuban durante 1,5 horas con una dilucién 1/400 de anticuerpo
secundario (Alexa555 anti Rabbit, DAKO) en TBS suplementado
con albimina sérica bovina.

Tampdn de blogueo:
10% Suero de caballo
1% BSA
1x PBS

Todas las imagenes fueron adquiridas en un microscopio Zeiss
Observer (Carl-Zeiss), utilizando el programa informatico
AxioVision Release 4.7.1.

f) Determinacion de la actividad luciferasa in vitro

La determinacién de la actividad de la enzima luciferasa en
extractos celulares se realizd utilizando el sistema comercial
Luciferase Assay System (Promega), basado en la reaccién de
oxidacion dependiente de ATP y cationes magnesio divalentes del
reactivo Luciferina. Dicha reaccion es catalizada por la enzima
Luciferasa de luciérnaga y como producto de la reaccion se genera
Oxiluciferina, AMP, pirofosfato, didxido de carbono y se libera luz,
fendmeno conocido con el nombre de quimioluminiscencia. Esta
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luz emitida puede ser cuantificada y es directamente proporcional a
la cantidad de enzima presente en el extracto.

Los extractos celulares se obtuvieron utilizando tampon de lisis
Reporter Lysis Buffer (Promega), congelando a -80°C vy
posteriormente descongelando hasta alcanzar temperatura ambiente,
produciendo asi la lisis de las células. A partir de 10 uL de extracto
se midio la actividad luciferasa mediante el agregado del reactivo
Luciferine (Firefly Luciferase Assay Kit, Promega) y posterior
cuantificacion de la luz emitida en un lumindmetro Orion
Microplate Luminometer (Berthold Detection Systems). Los
resultados se normalizaron con la concentracion de proteinas del
extracto y se expresaron como RLU (del inglés Relative Luciferase
Units ) / pug de proteina.

3.4 Técnicas relacionadas con la manipulacién
de vectores adenovirales

a) Generacion

Para la generacion del vector adenoviral AdTat8TK-shBcl2 se
utilizo el protocolo descrito por el grupo del Dr Vogelstein (He,
Zhou et al. 1998). Este protocolo consiste en tres pasos. Primero, el
clonaje de la secuencia de interés en el plasmido pShuttle, que
contiene regiones de homologia con el genoma adenoviral.
Segundo, la generacion del plasmido que contiene el genoma
adenoviral, incluyendo la secuencia insertada, mediante
recombinacion homologa entre el plasmido pShuttle linearizado y el
plasmido denominado backbone que contiene el genoma viral. La
recombinacién se realiza mediante cotransformacion de los
plasmidos en la cepa BJ5183 de Escherichia coli. Tercero, la
generacion de particulas virales mediante la transfeccion del
plasmido recombinante en células de la linea HEK 293. Al tratarse
de un adenovirus no replicativo, el genoma viral utilizado para
generar el AdTat8 TK-shBcl2 carece de un gen E1A funcional, de
manera que la amplificacion del mismo debe realizarse en una linea
celular capaz de complementar la funcién deficiente. La linea HEK
293, derivada de células de rifion embrionario humano, expresa el
gen exdgeno E1A de manera estable, permitiendo asi la activacién
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transcripcional de los genes necesarios para la replicacion viral. A
continuacion se describe cada uno de los pasos.

- Recombinacion homdloga en células E. coli, cepa BJ5183

Para la generacion de los genomas recombinantes de vectores
adenovirales, se utiliz6 la cepa BJ5183 de E coli (Stratagene). Esta
cepa expresa las enzimas necesarias para producir la recombinacion
homéloga entre el genoma adenoviral y el fragmento clonado en el
plasmido lanzadera pShuttle-CMV.

Las bacterias fueron cultivadas en medio liquido de Luria-Bertani
(LB) o bien en medio sdlido LB-Agar, suplementados con el
correspondiente anticuerpo para cada marcador de seleccion.

LB:
10 g/L de triptona
5 g/L de extracto de levadura

5 g/L de NaCl

LB-Agar:
Ix LB
1,5% (p/v) agar

Antibidticos utilizados:
50 mg/L de ampicilina
0 30 mg/L de kanamicina

En un tubo eppendorf se mezclaron 5uL del plasmido pShuttle-
CMV-Tat8tk-shBcl2 (Kn+) linearizado (por digestion con Pmel)
con 100ng de plasmido backbone (p3602, Ap+), en hielo. A
continuacion, se agregaron 20uL de células electrocompetentes
BJ5183 (Stratagene) y se colocO la muestra en una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm de didmetro. Para inducir la
incorporacion del ADN por parte de las células bacterianas, se
aplicé un pulso eléctrico utilizando un electroporador (Gene Pulser
Il System, Bio-Rad) siguiendo las condiciones que se describen a
continuacion:

200 Q de resistencia
25 pF de capacitancia
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2,5 KV de voltaje

Inmediatamente después del pulso eléctrico, se agregaron 500uL de
LB en la cubeta y se recogio toda la mezcla en un tubo. Se incubo a
37°C en agitacion durante una hora y posteriormente se plaque6
todo el volumen en placas de petri con medio LB-Agar,
suplementado con kanamicina. Durante el proceso de
recombinacion homologa, el gen de resistencia a ampicilina
presente en el pldsmido backbone es escindido, de manera que el
plasmido resultante sélo posee el gen de resistencia a kanamicina,
proveniente del plasmido pShuttle-CMV. Asi, mediante cultivo en
medio suplementado con kanamicina se espera seleccionar aquellas
bacterias en las que se haya producido -correctamente la
recombinacion. Tras una noche de incubacion a 37°C, se aislaron
las colonias producidas y se generaron cultivos en 3mL de LB-Kn.
Con el fin de evitar multiples recombinaciones, el cultivo en medio
liquido proveniente de las colonias aisladas no debe prolongarse
mas de 16 horas. Asi mismo, una vez aislado el ADN plasmidico
mediante una minipreparacion realizada a partir de los cultivos en
medio liquido, y habiendo seleccionado los plasmidos
recombinantes en funcién de sus patrones de restriccion, se
transformaron los plasmidos en bacterias de la cepa JIM109, carente
de Recombinasa A. Los cultivos de JM109 fueron utilizados para
realizar una maxipreparacion del pladsmido recombinante,
denominado pAdTat8TK-shBcl2. La presencia del transgén Tat8TK
y de la secuencia codificante para el ARN en horquilla con
especificidad para Bcl-2 fueron confirmadas mediante
secuenciacion directa.

A continuacion se realizd una transfeccion mediante precipitacion
con fosfato célcico del plasmido pAdTat8TK-shBcl2, previamente
linearizado mediante digestion enzimatica con Pacl. Las células
transfectadas fueron mantenidas en cultivo hasta la observacion de
efecto citopatico producido como consecuencia de la replicacion del
adenovirus.

b) Amplificacién

La observacion mediante microscopio Optico de la presencia de
efecto citopético en el cultivo se utiliz6 como criterio para decidir el
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tiempo de cultivo, de las células infectadas, hasta su recoleccion y
preparacion de extractos que seran utilizados en infecciones
subsecuentes. En este punto, se obtiene la maxima cantidad de
particulas virales en el interior de las células, justo antes de que se
produzca la lisis celular y la liberacién de las particulas virales. Las
células recogidas con la ayuda de un scrapper son sometidas a tres
ciclos de congelacion/descongelacion con el objetivo de lisar las
células y liberar las particulas virales. Tras una centrifugacion de
diez minutos a 2000rpm, se recoge el sobrenadante, y se descarta el
precipitado de debris celular.

El protocolo para la amplificacion viral establece que a partir del
primer extracto se realice una primera amplificacion en células 911,
a partir de las cuales se obtendra un segundo extracto que sera
utilizado para inocular un mayor nimero de células HEK 293 (un
total de 30 placas de 150mm de didmetro, a un 80% de
confluencia). En el caso particular del adenovirus AdTat8TK-
shBcl2, sin embargo, debido a la deteccion de adenovirus con
capacidad de replicacion (ELA+) generados durante este proceso, el
protocolo original fue modificado para obviar el primer paso paso
de infeccion y asi disminuir las probabilidades de que ocurra una
recombinacién homdloga que le permita al adenovirus adquirir el
gen E1A de las células empaquetadoras. Para el resto de los
adenovirus utilizados en este trabajo, se utilizé el protocolo
completo de amplificacion.

Una vez acabadas las rondas de amplificacion, se recogieron las
células al observarse efecto citopatico completo en el cultivo y se
separ0 el pellet celular del medio de cultivo antes de la lisis por
congelacion/descongelacion. En este caso se descartd el
sobrenadante y se conservd el pellet de células infectadas el cual,
tras ser sometido a los tres ciclos de congelacion/descongelacion,
fue centrifugado para separar la suspension viral del debris celular.
Al sobrenadante recogido de esta centrifugacion se lo denomind
“extracto crudo”.

¢) Purificacion

Para obtener un stock adenoviral completamente libre de restos
celulares, se sometid el extracto crudo a un paso de purificacién por
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ultracentrifugacion preparativa en gradiente de cloruro de cesio
(CsCl, Calbiochem), segun el protocolo descrito por Becker et al
(Becker, Noel et al. 1994). Brevemente, se preparan tres soluciones
de CsCl de densidades 1,5g/mL; 1,35g/mL y 1,25g/mL,
respectivamente. Tras esterilizar las soluciones mediante filtracién
al vacio a través de filtros con un didmetro de poro igual a 0,22um
(Stericup, Millipore) se preprara un gradiente discontinuo
agregando secuencialmente 0,5mL de la solucion de 1,5g/mL de
densidad; 3mL de la solucion de 1,35g/mL vy finalmente 3mL de la
solucién de 1,25g/mL. Por encima de la tercera capa del gradiente
se agrega hasta 5,5 mL de extracto crudo. En caso de agregarse una
cantidad de extracto crudo inferior a 5,5mL se completa el volumen
con PBS enriquecido (PBS++). La aplicacién de cada una de las
soluciones de CsCl, asi como la aplicacion del extracto crudo y del
PBS++, debe realizarse gota a gota, evitando que se mezclen las
fases.

A continuacion se centrifugan las muestras segln las siguientes
condiciones:

Velocidad = 35.000rpm

Temperatura = 15°C

Tiempo = 1,5 horas

Aceleracion y desaceleracion = minimas

Tras la ultracentrifugacion, se observa una capa superior turbia y de
color amarillento correspondiente a los restos celulares y, por
debajo, el gradiente de CsCl. Los adenovirus tienen una densidad
estimada ligeramente menor a 1,35g/mL, por lo que al ser
ultracentrifugados en estas condiciones se separard de los restos
celulares y se localizara en forma de banda blanquecina en la
interfase entre las dos capas superiores de CsCl. Por encima de ésta,
se observa una segunda banda, més tenue, correspondiente a formas
inmaduras de virus. Esta segunda banda debera ser descartada junto
con los restos celulares. A continuacién se recoge la banda inferior
de virus, perforando la pared del tubo con una aguja y aspirando
con una jeringa, 0 bien retirando cuidadosamente las capas
superiores y recogiendo con una pipeta automatica. En cualquier
caso, se debe recoger la banda de virus en el menor volumen
posible de liquido.

La banda recogida se diluye en CsCl 1,35g/mL y se somete a una
segunda ultracentrifugacion en las mismas condiciones que la
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primera, pero extendiendo la duracion a 18-20 horas. Esta segunda
centrifugacion permite una mejor separacion de la banda
correspondiente a formas inmaduras de virus, facilitando asi la
obtencion de un stock adenoviral de mayor pureza. Se recoge la
banda inferior correspondiente al adenovirus y se procede a su
desalacion.

Para la purificacién de todos los adenovirus utilizados en este
trabajo se emplearon tubos Ultra-Clear® (14 x 89 mm, Beckman)
en un rotor SW 41 Ti (Beckman). Se utiliz6 una ultracentrifuga
preparativa Optima LK-100 (Beckman).

PBS++:
PBS 1x,pH 7,3
0,68 mM CacCl,
0,5mM MgClz

PBS 1x, pH 7,3:
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM NazHPO4
1,4 mM KH,POq,

d) Desalado del stock viral

El CsCl fue eliminado de la suspension adenoviral mediante
cromatografia por exclusién molecular en columnas PD-10 (GE
Healthcare) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante,
equilibrando la columna con PBS++. Se recogieron fracciones de
500 pL y se determind la presencia de virus en cada una de ellas
mediante la medicién de la densidad Optica a 260nm tras haber
procesado una muestra de cada fraccion como se indica en el
apartado siguiente. Las fracciones que contenian virus fueron
reunidas y se les agregd un 10% (v/v) de glicerol, con el fin de
minimizar los efectos del proceso de congelacion/descongelacion
sobre el titulo viral del stock.
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e) Titulacién del stock viral

Para la realizacion de los experimentos documentados en la
presente memoria se utilizo el nimero de particulas virales (vp, del
acronimo en inglés de viral particles) como medida de cantidad de
virus y las unidades derivadas de dosis viral (vp/cell) o
concentracion (vp/mL). La determinacion del numero de particulas
virales se realizd6 mediante la cuantificacion de la densidad Optica
del ADN viral en una dilucion del stock purificado, previo
tratamiento con un tampdén que contiene dodecil-sulfato sddico
(SDS), para la solubilizacion de las proteinas de la capside viral.

Brevemente, se prepara una dilucion del stock adenoviral en el
tampdn de SDS y se incuba diez minutos a 56°C. Posteriormente, se
centrifuga treinta segundos a 10.000 rpm y se mide la densidad
Optica del sobrenadante a 260 nm. A partir de la densidad 6ptica del
ADN viral se puede calcular el nimero de particulas virales
mediante la siguiente formula:

[Adv] = DOgso X factor de dil. x 1,1 x 10*2
donde,
[Adv] = concentracion del adenovirus expresada en vp/mL
DO,40 = densidad Optica de la solucion medida a 260 nm

Adicionalmente, se mide la densidad Optica de la solucién a 280
nm. La relacion entre la densidad Optica a 260 nm y la densidad
Optica a 280 nm es una medida de la calidad del stock viral, siendo
Optima una relacion cercana a 1,2.

Este procecimiento se utilizo tanto para la titulacion del stock como
para la determinacion de la presencia de adenovirus en las
fracciones de la columna de desalacion, variando solamente en la
composicion del “blanco” , siendo de glicerol al 10% (v/v) en el
primer caso y PBS++ en el segundo.

Ademas del titulo de particulas virales medido por densidad dptica,
se calcul6 el nimero de particulas con capacidad infectiva (TU, del
acronimo en inglés de Transducing Units). La técnica utilizada se
basa en la deteccion de células que, tras ser infectadas, expresan la
proteina viral del hexdn. Si la suspension de virus utilizada para
infectar la monocapa de células es lo suficientemente diluida como
para que una célula sélo sea infectada por un virion, entonces
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contando el nimero de células que producen la proteina viral
podremos calcular en numero de viriones infectivos o TU que
habia en el volumen de suspension utilizada para infectar, y en el
stock viral. La deteccion de células que expresan la proteina hexon
se realiza mediante inmunofluorescencia, utilizando el sobrenadante
de un hibridoma productor de un anticuerpo monoclonal con
especificidad para la proteina del hexdén (sobrenadante cedido
gentilmente por el Dr Ramén Alemany).

Brevemente, se siembran las células HEK293 a razén de 5 x 10*
células por pocillo (en placa de 96 pocillos) conjuntamente con
100uL de una dilucion viral. Se realizan las infecciones con
diluciones seriadas de virus, normalmente con un factor de dilucién
entre 10° y 10%, y se cultivan durante 12-16 horas. Al cabo de este
tiempo, las células son lavadas con PBS™ suplementado con 1%
BSA, y fijadas con metanol a -20°C durante veinte minutos.
Posteriormente se incuban las células con una dilucién 1/3 de
sobrenadante de hibridoma en PBS™ a 37°C durante una hora y
media. A continuacion se lava con PBS™ y se incuba durante dos
horas en oscuridad con el anticuerpo secundario especifico para
inmunoglobulinas de raton, conjugado con Alexa488. Las células
con tincién positiva se cuentan en un microscopio de fluorescencia
invertido y se calcula el nimero de TU segun la siguiente férmula:

[Adv] = n x factor de dil. x 1000 x 1/100
donde,
[Adv] = concentracion del adenovirus expresada en TU/mL
n = células verdes por pocillo

f) Almacenamiento

Los stocks virales fueron almacenados a -80°C en PBS++ con 10%
(v/v) de glicerol. Se fracciaron en alicuotas pequefias para evitar la
necesidad de congelar y descongelar repetidas veces la misma
alicuota.
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3.4 Técnicas relacionadas con la manipulacién
de células eucariotas

a) Lineas celulares derivadas de cancer de pancreas

NP-9: linea celular derivada de una metastasis peritoneal de
adenocarcinoma pancreatico humano (Reyes, Villanueva et al.
1996).

NP-18: linea celular derivada de una metastasis hepatica de
adenocarcinoma pancreatico humano (Reyes, Villanueva et al.
1996).

NP-31: linea celular derivada de un tumor pancreatico primario
moderadamente diferenciado (Reyes, Villanueva et al. 1996).
BxPC-3: linea celular derivada de adenocarcinoma pancreéatico
humano (ATCC N° CRL-1687).
MIA PaCa-2: linea celular derivada de adenocarcinoma pancreatico
humano (ATCC N° CRL-1420).

PANC-1: linea celular derivada de carcinoma ductal pancreéatico
humano (ATCC N° CRL-1469).

RWP-1: linea celular derivada de una metastasis hepéatica de
carcinoma ductal de pancreas humano (Dexter, Matook et al. 1982).

b) Otras lineas celulares utilizadas

HEK 293: linea celular humana derivada de tejido epitelial de rifion
embrionario, transformadas con el gen adenoviral E1A.

HEK 293T: células de la linea HEK 293 modificadas para expresar
constitutivamente el antigeno T del virus SV40.

911: linea celular derivada de retinoblastos embrionarios humanos
transformados con el gen adenoviral E1A.

IMR90: linea celular derivada de fibroblastos de pulmén humanos
A549: linea celular derivada de carcinoma pulmonar humano.
ATCC N° CCL-185.

Las lineas celulares NP-9, NP-18 y NP-31 fueron generadas por
implantacion de muestras tumorales humanas en el tejido
subcutdneo de ratones inmunodeficientes, en el Laboratorio de
Investigacion Gastrointestinal del Servicio Digestivo del Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona (Reyes, Villanueva et al.
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1996). Las células de la linea RWP-1 fueron cedidas amablemente
por el Dr Fracisco X Real; la linea HEK 293 fueron cedidas por el
Dr Ramon Alemany, las células HEK 293T fueron cedidas por la
Dra Susana de la Luna y las demas lineas fueron adquiridas
directamente de la ATCC.

c¢) Condiciones de cultivo

Todas las células utilizadas en este trabajo se cultivaron en medio
de cultivo suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO,
Invitrogen), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL
(GIBCO, Invitrogen). Las lineas HEK 293, HEK 293T, NP-9,
BxPC-3, MIA PaCa-2, PANC-1, RWP-1, A549, IMR90 y 911 se
cultivaron en medio DMEM (GIBCO, Invitrogen), suplementado
con L-glutamina 2 mM (GIBCO, Invitrogen). Las células de las
lineas NP-18 y NP-31, sin embargo, fueron cultivadas en medio
RPMI 1641 (GIBCO, Invitrogen). Los cultivos se mantuvieron a
37°C con una humedad relativa del 70-80% y un 5% de dioxido de
carbono.

La manipulacion de las lineas celulares se realiz6 en una cabina de
bioseguridad de nivel 2, con flujo laminar vertical. Los residuos
fueron inactivados con hipoclorito de sodio 20% antes de ser
descartados como residuos de riesgo sanitario.

d) Propagacion de células adherentes

Las células fueron mantenidas en placas de 10 centimetros de
didametro, en monocapa, hasta alcanzar un porcentaje de confluencia
del 80%, momento en el que se procedia a la disgregacion de la
monocapa y a su separacion de la placa mediante tratamiento con
tripsina. Brevemente, se retira el medio de cultivo y se lava la
monocapa con PBS 1x. A continuacién se agrega tripsina-EDTA 1x
(GIBCO, Invitrogen) y se incuba a 37°C durante 1-5 minutos, hasta
que se observa la disociacion de la monocapa por microscopia
Optica. Para interrumpir la tripsinizacion, se agrega medio de
cultivo completo (los inhibidores de tripsina presentes en el suero
fetal bovino inactivan la tripsina) y se fracciona la suspension
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celular resultante en un ratio de entre 1:3 a 1:8, segln la linea
celular.

e) Congelacion y descongelacion de stocks

Para su almacenamiento a largo plazo, las lineas celulares se
mantuvieron congeladas en nitrogeno liquido. Para evitar una
disminucién de la viabilidad celular en las muestras congeladas por
la formacidn de cristales de agua, se utiliz6 un agente crioprotector
(10% DMSO, Sigma-Aldrich, en suero fetal bovino) y se
congelaron gradualmente. Para conseguir una disminucion de
temperatura de aproximadamente 1°C por minuto se introdujeron
los crioviales en un recipiente con isopropanol y éste, a su vez, en
un congelador de -80°C. Habiendo transcurrido al menos 4 horas,
los crioviales fueron almacenados en un tanque de nitrégeno
liquido.

Para la descongelacion de lineas celulares se introdujeron los
crioviales en un bafio de agua a 37°C y se diluyd la suspension
celular en 10 mL de medio completo. Inmediatamente después, se
centrifugaron la células durante 5 minutos a 800 x g para
reemplazar el medio de cultivo por otros 10 mL de medio fresco. El
objetivo de este proceso es minimizar el tiempo en que las células
estan expuestas al DMSO.

f) Recuento de células

El nimero de células se realiz6 en un hemocitometro (cAmara de
Neubauer) con tincion de azul de tripano (Sigma) para la
discriminacion entre células viables y no viables. El azul de tripano
es expulsado de las células viables pero es retenido en células
muertas, que se observaran tefiidas de color azul al microscopio
Optico. Para el recuento de células se carga por capilaridad una gota
de suspension celular en la camara y se cuentan las células
presentes en cada uno de los 4 cuadrantes divididos en 16 cuadrados
de 0,25 mm x 0,25 mm. La concentracion de células en la
suspension se calcula mediante la siguiente formula:
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[células] =nx FD x 10*

donde,

[células] = nimero de células por mililitro de suspension
FD = factor de dilucion

n = promedio de nimero de células en cada cuadrante

Alternativamente, se utiliz6 un contador celular automatico Coulter
Z2 (Beckman). La técnica se basa en el aumento de resistencia
eléctrica entre dos electrodos que se genera al pasar una particula
(célula) a través del orificio que comunica los electrodos. La
intensidad del pulso eléctrico que se genera es proporcional al
volumen de la particula, y el nimero de pulsos equivale al nimero
de particulas que han atravesado el orificio. Al utilizar células
adherentes, se procedid a tripsinizar los cultivos y se suspendieron
las células en el tampén isoténico electrolitico Isoton”™ (Beckman) y
se cuantificaron las particulas con didmetro entre 8 um y 24 pum.
Esta medicion no permite discriminar entre células viables y células
no viables presentes en la suspension, pero dado que las lineas
utilizadas en este trabajo crecen adheridas a una placa, y que las
celulas muertas se desprenden de la misma, asumimos que estas
ultimas se eliminaran al remover el medio de cultivo y durante el
lavado con PBS 1x, por lo que en la suspension a cuantificar sélo
habra células viables. Este postulado fue corroborado mediante
comparacion de métodos, observandose una buena correlacion entre
los resultados obtenidos con el contaje en hemocitometro con
colorante supravital y los obtenidos mediante contaje automatizado.

g) Determinacién de la viabilidad celular

Para experimentos de dosis-respuesta en formato de placas de 96
pocillos se utilizd una técnica que permite estimar la viabilidad
relativa de un cultivo, en funcion de la actividad metabolica de las
células. El reactivo de Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT), soluble en medio acuoso, es reducido
por enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial, que se
encuentran activas solamente en células viables. El producto de la
reaccion es el compuesto azul de tetrazolio, que precipita en el
interior de la célula y que puede ser solubilizado en DMSO. La
densidad Optica de la solucion resultante, medida a una longitud de
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onda de 550 nm, sera proporcional al nimero de células viables
presentes en la muestra. Para llevar a cabo el experimento, se retira
el medio de cultivo de las células y se agregan 100 uL de MTT
diluido en medio completo, a una concentracion de 0,7 mg/mL. Se
incuban las células en condiciones estandar de cultivo durante 20-
30 minutos y luego se remueve la solucion de MTT en medio de
cultivo, para disolver el precipidado con 100 uL de DMSO por cada
pocillo. Durante este trabajo, se cuantifico la densidad Optica de las
soluciones de azul de tetrazolio utilizando un espectrofotometro de
placa (Versamax Microplate Reader®). El valor de absorbancia de
las muestras que no habian recibido tratamiento se considerd
equivalente al 100% de viabilidad, siendo los demés valores de
viabilidad referenciados a éste.

h) Cuantificacion de células apoptoticas

El porcentaje de células apoptéticas se cuantificd mediante una
técnica de citometria de flujo basada en la deteccion de la
externalizacién de fosfatidil-serina. Un aumento en la exposicion de
este fosfolipido en la cara externa de la membrana plasmética
correlaciona con la induccién de apoptosis, desde fases tempranas.
Asi, aprovechando la afinidad de la molécula anexinaV por la
fosfatidil-serina, es posible detectar células apoptoticas utilizando
una molécula de AnexinaV conjugada con el fluorocromo FITC
(istotiocianato de fluoresceina) y analizando la intensidad de
fluorescencia de cada célula mediante citometria de flujo. Para el
marcaje de las células se utilizé el producto comercial (Molecular
Probes), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La
adquisicion de los datos se realizd en un citometro de flujo
FACScan (Becton Dikinson) del servicio de citometria de flujo de
la Universitat Pompeu Fabra.

i) Andlisis de ciclo celular
El anlisis de los perfiles de ciclo celular se realizé cuantificando el
contenido de ADN de las células, mediante tincion con Hoechst

33342 (Sigma) y posterior analisis por citometria de flujo. El
colorante Hoechst 33342 se une selectivamente al ADN,

79



Materiales y Métodos

intercalandose en el surco menor de la doble hélice, y emite luz
visible a una longitud de onda de 483 nm cuando se hace incidir un
haz de luz ultravioleta a una longitud de onda 343 nm. La
naturaleza lipofilica de este compuesto hace posible la tincion de
células sin necesidad de permeabilizarlas previamente, pudiendose
realizar tanto la tinciébn como la cuantificacion del contenido de
ADN utilizando células viables.

Brevemente, se tripsinizan las células a analizar y se resuspenden en
medio de cultivo completo suplementado con Hoechst 33342 a una
concentracion de 5 ug/mL, para ser incubadas a 37°C durante una
hora. Transcurrido este tiempo, se analizan las muestras en un
citbmetro de flujo con una fuente de de luz ultravioleta. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de cada evento
(célula) permite la generacion de un histograma de frecuencia en el
que se grafica el numero de células que presenta una determinada
intensidad. Dado que la intensidad de dicha fluorescencia es
proporcional al contenido de ADN celular, y que éste varia de
acuerdo a la fase del ciclo celular, se puede interpretar el histograma
como la distribucion del contenido de ADN celular en el cultivo
analizado. Asi, en un histograma tipico se puede identificar un pico
correspondiente a las células en fase GO/G1 del ciclo celular
(contenido de ADN = n), un segundo pico a una intensidad de
fluorescencia aproximadamente dos veces superior al primer pico,
correspondiente a las células en fase G2/M (contenido de ADN = 2
x n) y un valle entre los picos, correspondiente a las células que
estan sintetizando ADN, es decir, en fase S (contenido de ADN
intermedio).

Los datos fueron adquiridos en un citdmetro LSR (Becton
Dickinson) utilizando el programa informético Cell Quest™ v3.3
(Becton Dickinson), en el Servicio de Citometria de Flujo de la
Universitat Pompeu Fabra. Los porcentajes de células en cada fase
del ciclo celular fueron calculados utilizando el programa
informético ModFit 3.0 (LTTM Software).
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j) Transfeccion transitoria de ADN plasmidico

-Precipitacién con fosfato célcico

La técnica se basa en la captacion, por parte de las células
eucariotas, del precipitado de fosfato calcico y ADN formado al
mezclar una solucién tamponada que contiene aniones fosfato
(HEPES Buffered Solution, HBS) con una solucion de cloruro
calcico que contiene el ADN a transfectar. El protocolo utilizado
incluia, ademas, el tratamiento previo de las células con cloroquina,
para inhibir la actividad de las enzimas DNAsas lisosomales,
impidiendo asi su degradacion en endosomas secundarios.

Brevemente, se retira el medio de cultivo y se reemplaza por medio
fresco suplementado con cloroquina (Sigma) a una concentracion
final de 25 uM. A continuacién, se prepara la mezcla de ADN y
CaCl; (Sigma) en un tubo de polipropileno:

5-10 ug de ADN
439 uL de agua destilada
61 pL de CaCl, 2M

Tras homogeneizar la mezcla se agregan, gota a gota, 500 pL de
HBS 2x, al tiempo que se burbujea la mezcla con una pipeta pasteur
y un pipeteador automatico, con el objetivo de favorecer la
formacion de cristales pequefios de fosfato calcico. La mezcla
resultante se agrega a las células gota a gota y se mantienen éstas en
cultivo en presencia del precipitado durante 16 horas
(excepcionalmente, en la transfeccion de células HEK 293 con el
genoma del virus AdTat8TK-shBcl2, se mantuvo el precipitado
durante sélo 6 horas). Transcurrido este tiempo, se remueve el
medio de cultivo, se realiza un lavado con PBS 1x y se agrega
medio fresco.

Tampédn HBS 2x:
50 mM HEPES (Sigma)
10 mM KCI (Sigma)
12 mM D-Glucosa (Sigma)
280 mM NacCl (Sigma)
1,5 mM Na;HPO, (Sigma)
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Se prepararon al menos tres soluciones de diferentes pH, entre 6,9 y
7,1; se esterilizaron por filtracion y se almacenaron a -20°C hasta el
momento de utilizacion. Cada vez que se prepard el tampdn, se
evalu6 la eficiencia de transfeccion de cada una de las soluciones
con distintos pH, para escoger aquella que presentaba la mayor
eficiencia.

-Transfeccién con lipidos catiénicos

Se utilizg, alternativamente, el kit comercial Lipofectamine 2000™
en combinacion con PLUS™ Reagent (Invitrogen) en medio de
cultivo  Opti-MEM™  (Invitrogen), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. La técnica se basa en la asociacion
de las moléculas de ADN a un polimero cargado positivamente, que
favorece la interaccion del ADN con la membrana plasmatica de las
celulas a transfectar, facilitando su internalizacion (Felgner, Gadek
et al. 1987). Brevemente, para transfectar una placa de 60 mm de
didmetro se prepararon las siguientes mezclas:

Mezcla A:
3 ug de ADN plasmidico
300 mL de Opti-MEM™ sin suero y sin
antibioticos
18 pL de PLUS™ Reagent

Mezcla B:
12 uL de Lipofectamine 2000™
300 pL de Opti-MEM™

La Mezcla A se deja reposar a temperatura ambiente durante 15
minutos y a continuacion se le agrega la Mezcla B. La mezcla
resultante se incuba otros 15 minutos a temperatura ambiente v,
transcurrido este tiempo, se le agregan 2,4 mL de Opti-MEM™, se
homogeniza y se agregan el volumen total a las células a
transfectar. La mezcla de transfeccion se mantiene 12 horas y luego
se reemplaza por medio fresco.
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K) Analisis de la sintesis de ADN en células en cultivo

El andlisis de la sintesis de ADN se realizé utilizando el Kit
comercial Click-iT™ EdU Flow Cytometry Assay (Invitrogen),
siguiendo las indicaciones del fabricante. La técnica se basa en la
incorporacion de un analogo de timidina (EdU, 5-etinil-2’-
deoxiuridina) en el ADN sintetizado de novo y su posterior marcaje
con una tinta fluorescente (Alexa Fluor® 488) que permitira su
deteccién mediante técnicas de citometria de flujo. EI marcaje se
realiza mediante una reaccion covalente, catalizada por cationes
cobre divalentes, entre un grupo alquino presente en el analogo
nucleosidico y un grupo azida presente en el colorante fluorescente.
La tincion con un segundo colorante (Click-iT™ CellCycle 488-
Red, Aexcitacion = 546 NM, Aemisisn = 647 nm) permite el andlisis
concomitante del perfil de ciclo celular, pudiendo identificar en qué
fase se del ciclo se encuentran las células marcadas con Click-iT™
EdU. Para la realizacion de los experimentos detallados en esta
memoria, se incubaron las células en presencia del analogo
nuleosidico durante periodos de 24 horas y posteriormente se
fijaron y permeabilizaron las células para proceder al marcaje
siguiendo estrictamente el protocolo proporcionado por la casa
comercial. Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo
FACScan (Becton Dickinson) utilizando el programa informético
Cell Quest™ v3.3 (Becton Dickinson), en el Servicio de Citometria
de Flujo de la Universitat Pompeu Fabra.

I) Tratamiento con farmacos y analisis de interaccion

Para realizar los tratamientos con 7-hidroxistaurosporina 0 UCN-01
(Sigma-Aldrich), se disolvio la droga en DMSO a una
concentracion de 300 uM (1000x) y se almacenaron alicuotas a -
20°C. Posteriormente, se le agreg6 al medio de cultivo de las células
el volumen necesario para que la concentracion final fuese de 300
nM, o bien un volumen idéntico de DMSO a modo de control
negativo. Para el analisis de combinacion de farmacos, las células
fueron tratadas con dosis crecientes de UCN-01. Tras construir
curvas dosis-respuesta para cada uno de los tratamientos por
separado (UCN-01 y TK/GCV), y en combinacién, se calcularon
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los valores del indice de combinacion mediante la siguiente férmula
(Chou and Talalay 1984):

Cl= (D]_,z / D]_) + (Dz,l / Dz)

donde,

Cl = indice de combinacién, para una dada fraccion de
inhibicién de viabilidad (FI)

D, , = la dosis del farmaco 1 necesario para producir una dada
FI cuando es administrado en combinacion con el farmaco 2

D, = la dosis de farmaco 1 necesario para producir una dada FI
cuando es administrado individualmente

D, 1 = la dosis del farmaco 2 necesario para producir una dada
FI cuando es administrado en combinacion con el farmaco 1

D, = la dosis de farmaco 2 necesario para producir una dada FI
cuando es administrado individualmente

Las dosis de los farmacos (administrados individualmente o en
combinacion) para cada nivel de inhibicién pueden calcularse a
partir de la ecuacion de Hill, utilizando el coeficiente de Hill y el
valor de ID50 estimados mediante regresion no lineal (Ver apartado
8)

3.5 Técnicas relacionadas con la manipulacién
de animales de experimentacion

Los experimentos descritos en este trabajo se han realizado de
acuerdo con los procedimientos aprobados por el correspondiente
Comite de Experimentacion Animal (CEEA) del PRBB,
cumpliendo con la normativa establecida por las directrices de la
Comunidad Europea 2003/65/CE para el apropiado cuidado y uso
de animales con fines de investigacion.

a) Animales utilizados

Se utilizaron ratones atimicos de la cepa Balb/C nu/nu de sexo
masculino y de entre 4 y 5 semanas de edad (Charles River).
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b) Estabulacion

Los animales fueron mantenidos en condiciones estériles,
estabulados en jaulas ventiladas con aire filtrado y manipulados en
campanas de flujo laminar. Asi mismo, las jaulas, la viruta y el agua
fueron esterilizadas mediante autoclave y la comida, mediante rayos
gamma.

Durante los experimentos, los animales fueron sometidos a una
dieta ordinaria de laboratorio, con acceso a agua y comida ad
libitum. La temperatura se mantuvo controlada entre 22-24°C y se
les aplic6 un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.

c) Generacion de tumores subcutaneos (xenoinjertos) en
ratones atimicos

Para el analisis in vivo de los efectos antitumorales de los diferentes
tratamientos estudiados se utilizd6 un modelo de tumores
subcutaneos generados a partir de una suspension de células
tumorales pancreaticas humanas, inyectada por via subcutanea. La
linea celular utilizada para la generacion de los xenoinjertos fue
BxPC-3. Brevemente, las células se cultivan in vitro hasta obtener
cantidad suficiente. Para evitar la induccion de senescencia y/o
apoptosis de las células a inyectar, los cultivos no deben superar el
70-80% de confluencia. Por tratarse de células adherentes, se
remueven las células de la placa de cultivo mediante tripsinizacion,
se resuspenden en solucidon fisiolégica (0,9% NaCl, Braun), y se
cuentan las células viables mediante tincion con un colorante
supravital (Azul de tripano), en camara de Neubauer. A
continuacion, se inyectan 3x 10° células en el tejido subcutaneo de
los animales utilizando una aguja de 29gauge. A cada raton se le
inyectan células en los dos flancos anteriores o posteriores, segun el
experimento.

d) Medida del tamafio y seguimiento del crecimiento
tumoral
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El volumen de los tumores se estimé mediante la siguiente
formula:

V=a’xbxnal6
donde,
V = volumen del tumor en milimetros cubicos
a = diametro inferior
b = didmetro superior

La medicion de los diametros se realizd utilizando un calibre digital
(Digitronic Caliper 110-15DDL, Wilson Wolpert) cada dos dias.

e) Administracion de farmacos

La administracién de la droga ganciclovir (Cimevene) se realizé por
via intraperitoneal, a una dosis de 100 mg/kg.

f) Administracion de vectores virales

Los animales fueron tratados con adenovirus por inyeccion
intratumoral, recibiendo una dosis diaria de 1 x 10™ particulas
virales, en un volumen de hasta 20 ulL, distribuidos en dos
inyecciones. Para tal fin, se utiliz6 una jeringa Hamilton de 10 pL
de capacidad con una aguja de 25 mm de longitud y 33 G.

g) Tomografia por emisién de positrones (PET)

La tomografia por emision de positrones se basa en la deteccién de
los fotones emitidos (simultdneamente y en direcciones opuestas)
como consecuencia de la colision de un positrén, emitido por un
radionuclido, con un electron. Mediante el uso de algoritmos
matematicos se puede calcular el punto de origen de la radiacion y
situarlo en un eje de coordenadas tridimensionales. Cuando el
radionuclido forma parte de una molécula con actividad bioldgica,
puede usarse a modo de radiotrazador para localizar procesos
biol6gicos en un organismo vivo.

En este trabajo se utilizd [*°*F]JFEAU, un sustrato de la enzima

timina quinasa del virus Herpes simplex, a modo de trazador. Este
compuesto es capaz de incorporarse en las moléculas de ADN
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sintetizadas de novo tras haber sido fosforilado por la enzima viral,
produciendo la retencion del mismo (y por consiguiente una
acumulacion del radiontclido *®F) en tejidos que expresan dicha
enzima. Asi, la molécula [**F]JFEAU puede ser utilizada para la
localizacion y cuantificacion de la actividad enzimatica de la
timidina quinasa viral.

Los experimentos de tomografia por emision de positrones fueron
realizados en colaboracion con el Departamento de Preclinica e
Iméagen Animal del Institut d’Alta Tecnologia del PRBB (IAT-
PRBB), a cargo de la Dra Olga Millan. Las iméagenes fueron
adquiridas en un tomografo para roedores microPET R4 (Concorde
Microsystems). El radiotrazador [**F]JFEAU fue sintetizado en el
Departamento de Radioquimica del IAT-PRBB.

Los animales fueron inyectados con 1,85-3,7MBq (50-100 puCi) de
[*|F]FEAU por via intravenosa y las imagenes fueron adquiridas al
menos 2 horas mas tarde. El tiempo de adquisicion fue de 12,5
minutos.

3.6 Analisis estadistico de los datos

a) El analisis de categorias sobrerrepresentadas en los experimentos
de hibridacién en microarrays fueron realizados mediante el
programa informatico EASE (Expression Analysis Systematic
Explorer) (Hosack, Dennis et al. 2003) e IPA (Ingenuity Pathway
Assist®, Ingenuity Systems Inc).

b) Los andlisis de comparacion de medias fueron realizados
mediante el programa informéatico SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences), aplicando una prueba no paramétrica basada en el
estadistico U de Mann-Whitney.

C) Los andlisis por regresion no lineal para la construccion de
curvas dosis-respuesta, asi como el caculo de los valores de ID50 y
su error estandar (SE), fue realizado mediante analisis iterativo
basado en la ecuacion de Hill, utilizando el software GraFit v3.0
(Erithacus Software).
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Ecuacidon de Hill (modificada):

% Viabilidad = (Vimax X Dy") / (1ID50" + D,")

donde,

Vmax = Viabilidad méaxima del sistema (100%)
D, = dosis del farmado

h = coeficiente de Hill

ID50 = dosis inhibitoria del 50%

d) El andlisis estadistico de la expresion relativa de genes fue
realizado mediante una prueba de remuestreo utilizando la
herramienta REST® (Relative Expression Software Tool)(Pfaffl
2001, Pfaffl, Horgan et al. 2002).

e) Los analisis de comparacion de curvas de crecimiento tumoral se
realizaron mediante ANOVA para medidas repetidas, utilizando el
programa informatico SPSS.

f) Las funciones de supervivencia de los ratones sometidos a
tratamientos antitumorales fueron estimadas mediante analisis de
Kaplan-Meier, utilizando la prueba de log-rank para comparar las
distribuciones de supervivencia para los diferentes tratamientos.
Para ello se utilizo el programa informéatico SPSS.
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“The true mystery of the world is the visible, not the invisible”

Oscar Wilde






4. RESULTADOS

4.1 Estudio de la citotoxicidad del tratamiento
TK/GCV sobre células de cancer de pancreas.
Mecanismo de accion y factores determinantes
de sensibilidad

a) Estudio de la sensibilidad al sistema TK/GCV en lineas
celulares de cancer de pancreas

Dosis Inhibitoria 50%

Con el objetivo de caracterizar la sensibilidad de un panel de lineas
celulares derivadas de adenocarcinoma pancreatico humano al
tratamiento con TK/GCV, se realizaron estudios de dosis-respuesta
tratando las células con dosis crecientes del vector adenoviral
AdTK (entre 0 y 100000 vp/célula) y una concentracion constante
de ganciclovir (10 ug/mL). Para ello, se sembraron las células en
placas de 96 pocillos a razén de 3000 células por pocillo. La
infeccion se realizd durante 4 horas y posteriormente se inicié el
tratamiento con ganciclovir. Al cabo de 5 dias de iniciado el
tratamiento con la prodroga, se realizd el ensayo colorimétrico de
MTT para determinar la viabilidad celular y calcular el valor de
dosis inhibitoria del 50% (ID50) para cada linea celular. La 1D50
equivale a la dosis viral necesaria para producir una inhibicion del
50% en la viabilidad del cultivo celular, con respecto al control
(dosis viral = 0, [GCV] = 10 pg/mL). Las lineas celulares
estudiadas fueron clasificadas como sensibles o resistentes en
funcion de sus valores de 1D50, siendo los de las lineas resistentes
entre 32 y 264 veces superiores a los de las lineas sensibles. Los
valores de viabilidad en respuesta al tratamiento y la curva de
regresion de cada linea se muestran en la figura 1A. La ID50 de
cada linea, asi como los limites del intervalo de confianza para el
99% se listan en la Tabla R1.
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Figura 1. Sensibilidad a TK/GCV. A) Anélisis dosis-respuesta de células
derivadas de adenocarcinoma pancredtico humano transducidas con AdTK a las
dosis indicadas y tratadas con [GCV] = 10ug/mL durante 5 dias. La viabilidad
celular fue cuantificada mediante la técnica de MTT y los valores fueron
graficados como porcentajes con respecto a la viabilidad del cultivo con dosis
viral = 0. Media de al menos 3 experimentos independientes +/- error estandar.
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B Resistencia aparente
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Figura 1 (cont.). Los valores de ID50 para cada linea se indican en rojo o azul
segun se hayan clasificado como sensible o resistente, respectivamente. B) Si la
diferencia de sensibilidad entre dos lineas celulares es sdlo dependiente de la
infectividad, la expresion de ARNm del gen terapéutico necesaria para obtener el
mismo efecto inhibitorio serd idéntica. Por el contrario, si existe una diferencia
de sensibilidad independiente de la infectividad, seran necesarias mas copias de
ARNmM del gen terapéutico para obtener el mismo efecto.

Tabla R1. ID50 e intérvalos de confianza del 99% para AdTK/GCV

Linea
celular

NP-9 460,766 ( 326,010 ; 595,522 )
NP-31 761,783 ( 607,471 ; 916,094 )
MIAPaca-2 451,902 ( 315,272 ; 588,532 )
PANC-1 660,440 ( 532,212 ; 788,667 )
NP-18 6,759 ( 5825 ;7692 )
BxPC-3 2953 ( 2488 ;3417 )
RWP-1 13672 ( 12,307 ; 15,036 )

ID50 Cl99%

Uno de los pasos limitantes en el proceso de infeccion adenoviral es
el reconocimiento del dominio Knob de la fibra del adenovirus por
parte de su receptor celular CAR. Es por ello que la infectividad de
las diferentes lineas celulares esta condicionada por los niveles de
expresion de CAR en la membrana plasmética. Esta situacion
podria inducir falsas interpretaciones de los resultados de los
experimentos de dosis-respuestas, en relacion a la sensibilidad de
las células al tratamiento. Puede darse el caso, por ejemplo, que una
menor respuesta al tratamiento se deba a una menor entrada de virus
al interior de la célula y, por consiguiente, una menor expresion de
la enzima bioactivadora TK. (Fig 1 B). Para evaluar si las
diferencias de respuesta se debian exclusivamente a una diferencia
de infectividad se analizaron los niveles de expresion del ARN
mensajero TK en cada una de las lineas, tras haberlas transducido
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con una dosis viral equivalente a su ID50. Es decir, se analizaron
mediante PCR en tiempo real los niveles relativos de transcrito del
gen terapéutico TK que se necesita para producir, en cada linea
celular, el mismo efecto citotdxico (inhibicion del 50% en la
viabilidad del cultivo). Tomando como referencia la expresion de
TK en RWP-1, y asignandole arbitrariamente el valor de uno,
observamos que todas las lineas resistentes necesitan expresar una
mayor cantidad de transcrito TK para que se produzca una
inhibicidn de la viabilidad del 50% (25,99 veces en NP-9, p-valor =
0,001; 7,41 veces en NP-31, p-valor = 0,001; 17,23 veces en
MIAPaca-2, p-valor = 0,001; 34,42 veces en PANC-1, p-valor =
0,001). En las lineas sensibles, sin embargo, la expresion de una
menor cantidad de transcrito TK es suficiente para producir dicha
inhibicién (0,50 veces en NP-18, p-valor = 0,001; 0,04 veces en
BxPC-3, p-valor = 0,001), indicando que la diferencia en
infectividad no explica totalmente las diferencias en sensibilidad y
sugiriendo la presencia de mecanismos celulares capaces de
producir estas diferencias.

Induccion de apoptosis

Se evalud, mediante el analisis del clivaje de la proteina poli(ADP-
ribosa) polimerasa (PARP), la induccion de apoptosis en cada una
de las lineas celulares estudiadas, cada una de ellas tratadas a una
dosis viral equivalente a su ID50 y en presencia de ganciclovir,
durante 5 dias. PARP es una proteina de 113 kDa, susceptible de
clivaje proteolitico por parte de las caspasas 3 'y 9. Como resultado,
se generan dos fragmentos, uno de 89 kDa y uno de 24 kDa, de
manera que un aumento en la abundancia de los fragmentos de
menor peso molecular es indicativo de una induccion de la actividad
de las capasas y, por ende, de la activacion de muerte celular
programada.

En este trabajo se utilizd la deteccion inmunoldgica de los
fragmentos de 113 kDa y de 89 kDa mediante Western blot,
observandose claramente la aparicion de la banda de 89 kDa en
respuesta al tratamiento en todas las lineas estudiadas, a excepcion
de la linea NP-9 (Fig 2 A). Para confirmar la ausencia de induccién
de apoptosis en NP-9, se utilizd otra técnica de deteccion de
apoptosis, basada en la externalizacion
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Figura 2 Induccién de apoptosis. El tratamiento con TK/GCV induce
apoptosis en 6 de 7 lineas analizadas. A) Células NP-9, NP-31, PANC-1,
MIAPaca-2, NP-18, BxPC-3 y RWP-1 fueron tratadas con dosis isotoxicas
(ID50) de ADTK/GCV. Se prepararon extractos proteicos de células totales
cada 24hs y se analizd el clivaje de PARP por Western blot. B) La ausencia de
induccién de apoptosis en NP-9 fue confirmada mediante tincién con FITC-
Anexina V y yoduro de propidio. Experimento representativo de tres
experimentos independientes.

de fosfatidil-serina en la membrana plasmética. Este fendmeno
coincide temporalmente con las fases tempranas de induccién de
apoptosis, periodo durante el cual se conserva la integridad de la
membrana. Para detectar este aumento de fosfatidil-serina en la
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membrana plasmatica se utilizd6 el marcaje con Anexina V
conjugada con FITC y se cuantificé mediante citometria de flujo.
Adicionalmente, se tifieron las células con yoduro de propidio para
detectar células necréticas y células en estados avanzados de
apoptosis, cuyas membranas son permeables a yoduro de propidio,
permitiendo su difusién al ndcleo y asociacion con el ADN,
produciendo una sefial positiva en el canal rojo. Las células
resistentes NP-9 y las células sensibles NP-18 fueron tratadas cada
una a una dosis viral equivalente a su ID50 y una concentracion de
ganciclovir de 10 ug/mL durante 5 dias. Transcurrido este tiempo,
tanto las células adheridas como las células suspendidas en el medio
de cultivo fueron incubadas con Anexina V y con yoduro de
propidio. Como se muestra en la figura 2 B, mientras las células
NP-18 tratadas presentaban un porcentaje de células apoptéticas
mayor al de las células control, que sélo habian recibido ganciclovir
(44,24% vy 8,56%, respectivamente), las células NP-9 tratadas
presentaron valores semejantes a los de las células control (17,41%
y 12,64%, respectivamente).

Ciclo celular

A continuacion se estudio la respuesta a TK/GCV, en términos de
progresion en el ciclo celular, en las diferentes lineas celulares. Se
analizo el contenido de ADN de cada una de las lineas durante 5
dias. Para ello, cada linea fue transducida con AdTK a una dosis
equivalente a su ID50 y posteriormente cultivada en presencia de
ganciclovir a una concentracion de 10 pug/mL. Paralelamente y a
modo de control, se cultivaron en presencia de ganciclovir células
de cada una de las lineas sin haber sido transducidas.

Los datos obtenidos mostraron una marcada polarizacién en la
respuesta al tratamiento, observdndose un aumento de la poblacion
con un contenido de ADN correspondiente a células en fase de
sintesis de ADN (fase S) o en fase S y G2/M entre las lineas
sensibles (Fig 3 A), mientras que entre las células resistentes sélo
MIA Paca-2 experiment6 un claro aumento de células en fase S
(temprana) (Fig 3 B). Las células control de cada una de lineas
tendieron a incrementar el porcentaje de células en fase GO/G1 a lo
largo de los dias, coincidiendo con la llegada de los cultivos al
100% de confluencia.
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Figura 3. Andlisis de ciclo celular en células NP-18, RWP-1, BxPC3
tratadas con dosis isotoxicas (ID50) de AdTK/GCV, mediante tincién con
Hoechst 33342. Las células fueron tripsinizadas e incubadas durante 1h
con Hoechst 33342 previo a la adquisicién en citdmetro de flujo, cada 24
hs. A) Las lineas sensibles NP-18, RWP-1 y BxPC-3 se acumularon en
fase S, mientras que las lineas resistentes NP-9, NP-31, MIAPaca-2 y
PANC-1 (B) no presentaron cambios en sus perfiles de ciclo celular.
Experimento representativo de 3 experimentos independientes.
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Figura 3. (cont.)

Estos resultados sugieren que el tratamiento con TK/GCV induce
citotoxicidad, al menos parcialmente, mediante la induccion de
muerte por apoptosis en la mayoria de las células de
adenocarcinoma pancredtico humano. EIl tratamiento induce,
ademas, una acumulacién de células en fase S o en fase S y G2/M,
notablemente con mayor eficiencia en las células sensibles. Esta
acumulacion podria ser parte del mecanismo de citotoxicidad
inducida por TK/GCV, vy la capacidad de las células de retardar la
progresion en el ciclo celular podria ser un factor determinante de la
sensibilidad al tratamiento.
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b) Estudio de la induccion de resistencia en células
sensibles a TK/GCV

Generacién de un modelo de resistencia inducida

Con el objetivo de evaluar si la exposicion repetida de las células
tumorales al tratamiento con el sistema TK/GCV es capaz de
condicionar la respuesta de las células supervivientes ante una
nueva aplicacion del tratamiento, se transdujeron células de la linea
sensible NP-18 con una dosis de AJTK de 3 vp/célula. A
continuacion, las células fueron cultivadas durante 12 dias en
presencia de GCV y posteriormente fueron cultivadas durante 5 dias
en medio de cultivo fresco, en ausencia de ganciclovir. Este
procedimiento se repitié secuencialmente 3 veces, siendo las dosis
virales utilizadas de 3 vp, 150 vp y 350 vp y la duracion del
tratamiento con ganciclovir posterior a cada una de las
transducciones de 11 dias, 27 dias y 15 dias, respectivamente (Fig 4
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A).Figura 4. Generacion de células resistentes. A) Células NP-18 fueron
sometidas a 4 rondas de transduccién con dosis crecientes de AdTK y
posterior tratamiento con [GCV]= 10ug/mL. Se generaron 3 lineas
independientes NP-18AR1, NP-18AR2 y NP-18AR3. B) Micrografias con
magnificacién del 200x de células NP-18 y NP-18AR. RT-PCR de TK.
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La células que sobrevivieron a las 4 rondas de transduccidn-
ganciclovir fueron denominadas NP-18AR, no presentando
alteraciones morfolégicas apreciables por microscopia éptica de
contraste de fase y conservando la capacidad de expresar el ARN
mensajero del gen terapéutico TK tras ser transducidas nuevamente
con AdTK (Fig 4 B). Se generaron tres lineas distintas (NP-18AR1,
NP-18AR2 y NP-18AR3) aplicando el procedimiento descrito, en
cada caso de forma independiente.

Caracterizacion de la respuesta de las células NP-18AR al
tratamiento con AdTK/GCV

- Anélisis de la sensibilidad al tratamiento con AdTK/GCV

Se realizaron experimentos de tipo dosis-respuesta con dosis
crecientes de AJTK y posterior tratamiento a una dosis constante de
ganciclovir (10 pg/mL) para determinar los valores de 1D50 de
AdTK para las lineas NP-18AR. Los valores obtenidos fueron de
32,76 vpl/célula; 69,97 vp/célula 'y 49,82 vp/célula para NP-18AR1,
NP-18AR2 y NP-18AR3, respectivamente. Es decir, sus valores de
ID50 fueron 4,8 (p-valor < 0,01); 10,4 (p-valor < 0,01) y 7,4 (p-
valor < 0,01) veces superior al valor de ID50 de NP-18,
respectivamente (Fig 5 A).
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Figura 5. Caracterizacidon del modelo de resistencia inducida. A) Estudio
dosis-respuesta de sensibilidad AdTK/GCV. Se indican los valores de 1D50
para cada linea expresados como valores absolutos y relavitos a ID50 de NP-
18 (entre paréntesis). Media de al menos 3 experimentos independientes. ~p-
valor < 0,01. B) Andlisis de induccién de apoptosis, a 5 dias de tratamiento,
por tinciébn con FITC-Anexina V/Pl. Experimento representativo de 3
experimentos independientes.
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Figura 5 (cont.) C) Anadlisis curso-temporal de ciclo celular en células NP-
18 y NP-18AR tratadas con AdTK/GCV ([AdTK] = 20vp/célula; [GCV] =
10pg/mL). Se observa un menor acimulo en fase S en las células NP-18AR.
Experimento representativo de 3 experimentos independintes. D) Analisis de
distribucion en el ciclo celular a 3 dias de tratamiento. Media de tres

experimentos +/- error estandar. “p-valor < 0,05.

Con el objetivo de evaluar si la diferencia en sensibilidad al
tratamiento se debia a una menor permisividad de las células NP-
18AR a la infeccion con AdTK, se analizaron los niveles de ARN
mensajero de TK en las lineas NP-18, NP-18AR1, NP-18AR2 y
NP-18AR3 tras ser infectadas cada una de ellas a una dosis viral
equivalente a su ID50. Los niveles relativos de transcrito en las
lineas NP-18AR, expresados como multiplos de los niveles de
transcrito en la linea NP-18, fueron en los tres casos superiores a la
unidad [3,69 ( p-valor = 0,001), 10,70 ( p-valor = 0,001) y 5,61 ( p-
valor = 0,001) veces, respectivamente], indicando que la
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disminucién en la sensibilidad de NP-18AR no era debido a
cambios en la infectividad.

- Andlisis de la induccién de apoptosis

Se realiz6 el marcaje con Anexina V y yoduro de propidio para
detectar células apoptéticas mediante citometria de flujo. Se
cuantificaron los porcentajes de células positivas para Anexina V en
NP-18 y NP-18AR2, ambas transducidas con AdTK a una dosis
viral de 20 vp/célula y tratadas durante 5 dias con ganciclovir,
hallandose un 44,24% de células NP-18 positivas y un 17,41% de
células NP-18AR2 positivas, indicando una menor induccion de
apoptosis en éstas Ultimas en comparacion con las células que nunca
antes habian recibido tratamiento (Fig 5 B).

-Andlisis de la progresion del ciclo celular en respuesta al
tratamiento

Se realiz6 un estudio curso-temporal de los perfiles de ciclo celular
mediante cuantificacién del contenido de ADN por tincion con
Hoechst 33342 tras haber transducido las células con AdTK a una
dosis de 20 wvp/célula y haberlas cultivado en presencia de
ganciclovir. Se adquirieron los datos cada 24 horas en un citometro
de flujo. Los resultados mostraron que en ambas lineas se producia
el aumento de la proporcion de células con un contenido de ADN
correspondiente a la fase S del ciclo, como se ha descrito para las
lineas celulares sensibles al tratamiento, aunque se intuia una
menor acumulacion en las células NP-18AR2 en comparacion con
sus celulas parentales NP-18 (Fig 5 C). Para confirmar esta
diferencia y tener una medida cuantitativa de la misma, se repitio el
estudio, esta vez analizando el contenido de ADN celular a tres dias
de tratamiento y por triplicado. El porcentaje de células NP-18 en
fase S a tres dias de tratamiento fue del 70%, mientras que los
porcentajes de células NP-18AR1, NP-18AR2 y NP-18AR3 fueron
de 60,7%; 60,5 y 60,8%; respectivamente (p-valornp-1sari vs Np-18=
0,008; p-valorneisarz vs ne-18= 0,014 y p-valornp.isars vs np-18=
0,021). Paralelamente, se observo un mayor porcentaje de células en
GO0/G1 en NP-18AR2 y NP-18AR3 que en NP-18 (39,5%; 39,3% y
29,66%, respectivamente; p-valoer-lgARz vs np-18= 0,014 Yy p-
Valoer-lgARg vs NP-18— 0,021) (Flg 5 D)

Estos resultados indican que el tratamiento prolongado con
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TK/GCV es capaz de desensibilizar las células que hayan
sobrevivido al tratamiento. En el caso particular de la linea sensible
NP-18, dicha desensibilizacion esta asociada a una disminucion en
el nimero de células que inducen apoptosis y acumulacién en fase S
en respuesta al tratamiento, aportando mas indicios acerca de un
posible papel de los mecanismos de control de ciclo celular en la
sensibilidad a TK/GCV.

Andlisis transcriptdmico comparativo de la respuesta a TK/GCV de
células NP-18 vy NP18AR

-Disefio experimental

Células de la linea NP-18 de las sublineas derivadas NP-18AR1,
NP-18AR2 y NP-18AR3 fueron sometidas a tratamiento con
TK/GCV mediante transduccion con AdTK a una dosis de 20
vp/célula, durante cuatro horas, y posterior incubacién en presencia
de ganciclovir a una concentracion de 10 ug/mL durante tres dias.
Transcurrido este tiempo se cosecharon las células (adheridas y
flotantes) y se purifico ARN total, a partir del cual se sintetiz6 ADN
copia, mediante transcripcion reversa, y posteriormente las sondas
de RNA copia, marcadas fluorescentemente. Los fluorocromos
utilizados fueron Cianina 3 y Cianina 5 (Fig 6 A).
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Figura 6. Hibridacién en microarrays. A) Las células NP-18 y NP-18AR
fueron tratadas con [AdTK] = 20 vp/célula y [GCV] = 10ug/mL durante 3
dias. EI ARN fue utilizado para sintetizar sondas marcadas con Cy3 o Cy5.
B) Se realizaron 9 hibridaciones competitivas, incluyendo réplicas bioldgicas
y técnicas.
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A partir de cada muestra se generaron dos sondas, cada una de ellas
marcadas con uno de los fluorocromos, con el objetivo de realizar,
para cada comparacion, al menos dos hibridaciones intercambiando
el fluorocromo utilizado para cada muestra, permitiendo asi la
correccion a posteriori de sesgos inducidos por una mayor
eficiencia de marcaje con Cianina 3 o con Cianina 5.

Las muestras provenientes de células NP-18 fueron hibridadas
independientemente con cada una de las muestras de NP-18AR, a
modo de réplicas bioldgicas, alcanzando asi un total de nueve
hibridaciones competitivas: NP-18 vs NP-18AR1 (una hibridacion
directa y una con inversion de marcaje), NP-18 vs NP-18AR2 (dos
hibridaciones directas y dos con inversion de marcaje), NP-18 vs
NP-18AR3 (dos hibridaciones directas y una con inversion de
marcaje).

Se utilizaron, como plataforma de andlisis, los microarrays Agilent
22K, en cuya matriz se hallan representadas mas de 22000
secuencias codificantes del genoma humano (Fig 6 B).

- Categorias sobrerrepresentadas

Estableciendo como criterio de seleccion un valor de cambio de
expresion (Fold Change, FC) con un valor absoluto igual o superior
a 1,2; se hall6 una poblacion de 381 secuencias codificantes
diferencialmente expresadas entre las células NP-18 y NP-18AR.
Dentro de esta poblacion se hallaron varias categorias
estadisticamente sobrerrepresentadas mediante el analisis con el
programa de andlisis EASE (Expression Analysis Systematic
Explorer), tales como aquellas que agrupan genes que codifican
para componentes del nucleosoma (p-valorgonferoni= 1,12 x 107 ),
componentes de la cromatina (p-valorgonferroni= 2,26 X 1072 ), 0 bien
para proteinas vinculadas al ensamblaje de los mismos (p-
valorgenferroni= 1,35 x 102 y 1,91 x 102 , para ensamblaje de
nucleosoma y de cromatina, respectivamente) (Fig 7 A).
Adicionalmente, mediante el analisis con el programa informatico
IPA (Ingenuity Pathway Analysis), se hallaron categorias generales
significativamente  sobrerrepresentadas  tales como  genes
relacionados con cancer (p-valor= 6,62 x 10%); muerte celular (p-
valor= 1,69 x 10"%); control de la expresién génica (p-valor= 3,78 x
10*"); control del crecimiento celular y de la proliferacion (p-valor=
1,67 x 10™); control del ciclo celular (p-valor= 4,57 x 10™);
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replicacion, recombinacion y reparacion de ADN (p-valor= 3,72 x
10); funcionamiento y mantenimiento celular (p-valor= 1,12 x 10°
%) y morfologfa tumoral (p-valor= 6,10 x 10°®) (Fig 7 B).
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Figura 7. Categorias sobrerepresentadas. A) Resultados de anélisis con el
software EASE. B) p-valor para las principales categorias
sobrerepresentadas. utilizando el software Ingenuity Pathway Analysis. En
ambos casos, se estableci6 un p-valor < 0,05 como limite de significancia.

En las Tablas R2 y R3 se muestran 20 genes mas sobreregulados y
lo 20 mas subregulados, respectivamente.

- Validaciéon de los resultados mediante técnicas de biologia
molecular

A modo de validacién molecular de los resultados del experimento
de microarrays se analizaron mediante RT-PCR los niveles
relativos, en las células NP-18AR con respecto a NP-18, de ARN
mensajero de los genes GADD45A, NMU, WNT5A, GPC4, POLK,
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Tabla R2. 20 genes mas sobrerregulados

Acceso . Fold
GenBank Simbolo Nombre Change

NM_001448 GPC4 Glypican 4 4,30

NM_006681 NMU MNeuromedin U 3,96

NM_002222 TPRA Inositol 1,4,5-triphosphate receptor, 315
type 1

NM_000429 MAT1A Adenosyltransferase |, alpha 3,02

NM_014585 SLCA0A1 Solute carrier family 40 (iron-regulated 262
transporter), member 1

NM_002970 SAT Spermidine/spermine N1- 240
acetyltransferase

NM_022126 LHPP Phosphglysme phosphohistidine 235
inarganic pyrophosphate phosphatase

NM_002073 GNAZ Guan.lne nucleotide blndlng protein (G 208
protein), alpha z polypeptide

NM_198991 KCTD1 Potasglum chja.r?nel tetramerisation 2.8
domain containing 1

NM_022126 LHPP Phosphglysine phosphohistidine 225
inorganic pyrophosphate phosphatase

NM_ 145729 MRPL24 Mltochc.)ndnal. ribosomal protein L24 | 204
transcript variant 1

NM_004948 DSCH Desmocollin 1, transcript variant 2.19
Dscib

NM_032367 ZBED3 Zinc finger, BED domain containing 3 2.1

NM_005952 MT1X Metallothionein 1X 2,11

NM_175622 MT1J Metallothionein 1J 2,08

NM_018242 FLJ10847 Hypothetical protein FLJ10847 1,98

NM_005950 MT1G Metallothionein 1G 1,98

NM_003022 SH3BGAL SH3 QOmain binding glutamic acid-rich 1.97
protein like

NM_021939 FKBP10  FKS506 binding protein 10, 65 kDa 1,96

NM_001846 COL4A2 Collagen, type IV, alpha 2 1,96
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Tabla R3. 20 genes mas subregulados

Acceso . Fold
GenBank Simbolo Nombre Change

Matrix metalloproteinase 10

NM_002425 MMP10 . -5,34
(stromelysin 2)

NM_015894 STMN3 Stathmin-like 3 -3,51

NM_002306 LGALS3 Lectln,lgalactomde—bmdlng, soluble, 3 318
(galectin 3)

NM_018476 BEX1 Brain expressed, X-linked 1 -3.07

NM_001730 KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) 2,71

NM_000416 IFNGR1 Interferon gamma receptor 1 -2,33
Myaosin, light polypeptide 9, regulatory i

NM_181526 MYLS (MYL9), transcript variant 2, 2.29

NM_005269 GLI Gl|o.ma—.assoma‘[ed.oncogene homolog 218
1 (zinc finger protein)

NM_000064 Cc3 Complement component 3 -2.08

NM_021158 TRIB3 Tribbles homolog 3 (Drosophila) -2.01

NM_030753 WNT3 Wingless—type MMTV integration site 194
family, member 3

NM_174901 FAMIC Family with sequence similarity 9, 193
member G

NM_001823 CKB Creatine kinase, brain -1,92

NM_152437 ZFOCA Zinc finger protein ZFOC1 -1.87

NM_015535 DNAPTPG DI\IAl polymerase-transactivated 183
protein 6

NM_024576 OGFRL1 Opioid growth factor receptor-like 1 -1,79

NM_014667 VGLLS \estigial like 4 (Drosophila) -1,78

NM_018663 PXMP2 Peroxisomal membrane protein 2, 178
22kDa

NM_001444 FABPS Fatty .':_'lCId binding protein 5 (psoriasis- 175
associated)

NM_001938 DRA Down-regulator of transcription 1, TBP- 174

binding (negative cofactor 2)
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CCNEL y GPCa3. Los resultados del experimento, resumidos en la
Tabla R4, permiten confirmar los resultados obtenidos a partir de
los microarrays, incluso para el gen WNT5A, cuyo valor de cambio
de expresion es inferior al valor de linea de corte que se establecio
para el andlisis. Es interesante destacar que los valores absolutos de
la regulacion hallados mediante RT-PCR para los genes
GADD45A, WNT5A y POLK fueron aproximadamente el doble
del valor hallado mediante el experimento de hibridacion
competitiva.

Tabla R4. Genes validados por RT-PCR

FC FC
Gen Nombre array RT-PCR
GPC4 Glypican 4 43 5,05
NMU Neuromedin U 3.95 3.49
GADD45A Growth arrest and DNA-damage 147 3,46
inducible, alpha
POLK DNA Polymerase kappa 1,45 3,45
WNTSA Win_gless—type MMTV integration site 112 216
family, member 5A
CCNE1 Cyclin E1 -1,69  -1,68
GPC3 Glypican 3 344 446

- Validacion funcional

De entre los genes validados por RT-PCR, se escogieron dos para
su validacion funcional. De esta manera, se pretende establecer una
posible relacion causal entre la regulacion de estos genes y la
induccidn de resistencia. Los genes candidatos fueron CCNE1, que
codifica para la proteina ciclina E, un modulador de la enzima
CDK2 cuya funcion es necesaria para que se produzca el transito
de la fase G1 a la fase S del ciclo celular y GADD45A, cuya
expresion es inducida como parte de los mecanismos de respuesta a
insultos genotoxicos, produciendo un arresto en fase S del ciclo
celular. Se escogieron estos genes debido a que su expresion
diferencial coincide con el fenotipo de las células NP-18AR en lo
que se refiere a cambios en los perfiles de ciclo celular, y ademas
porque otros genes cuya expresion se encuentra relacionada con la
expresion de CCNE1 y GADD45 se han visto regulados en el
mismo sentido, en el experimento de hibridacion competitiva (Fig
8).
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Figura 8. Red de interacciones CCNE1l y GADDA45A. Genes cuya
expresion estd relacionada con la actividad y/o expresion de ciclina E1
(CCNE1) o GADD45A y que también se encuentran diferencialmente
expresados. Genes sobreregulados en el experimento de microarray
sefialados en rojo y genes subregulados, en gris.

Las secuencias codificantes de GADD45A y CCNE1 fueron
clonadas en los vectores pLHCx y pLxSN, generandose asi las
construcciones pLHC-GADDA45A y pL-CCNE1-SN,
respectivamente.

Células de la linea resistente MIAPaca-2 fueron transfectadas con la
construccion 'y pL-CCNE1-SN (Fig 9 A), obteniéndose un
incremento moderado en la expresion de ciclina E de
aproximadamente 2,3 veces, en comparacion con los niveles basales
observados en las células MIAPaca-2 transfectadas con el plasmido
pLXSN a modo de control (Fig 9 B). Este cambio en la expresion
fue suficiente para inducir un incremento en el porcentaje de células
en fase Sy G2/M del 43,08% en las muestras control a 51,49% en
células transfectadas con pL-CCNE1-SN (Fig 9 C). Se analizd,
ademas la sensibilidad de las células transfectadas con pL-CCNE1-
SN y con pLxSN al tratamiento con TK/GCV mediante un estudio
de tipo dosis-respuesta, calculando el valor de ID50 para el vector
AdTK. Los resultados indican que la sobreexpresion de ciclina E
produce una disminucion de aproximadamente un 20% del valor de
ID50, indicativo de un aumento de la sensibilidad al tratamiento
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TK/GCV (Fig 9 D).

A N MIAPaca-2

1.00 2,36 Densitometria
LXSN ) _ELXSN_ CCNE1
B 53kDa—p- * [Ciclina E
v
N " 69%kDa—» . © | amina B1
C Control CCNE1 D

56.92%
ID50(vpicely EE

MIAPaca-2 pLxSN  311,7544 +/- 13,7527
MIAPaca-2 CCNE1 2475138 +/- 17,0749

Eventos

Crannen (FL-2) - e P2

Contenido de ADN

Figura 9. Validacion funcional de CCNE1. A) Diagrama del plasmido de
expresion pL-CCNE1-SN. B) Sobrexpresion de ciclina E en células
MIAPaca-2 transfectadas con pL-CCNE1-SN confirmada por Western blot.
C) Distribucion de ciclo celular y D) sensibilidad a AATK/GCV de las
células MIAPaca-2 transfectadas con pL-CCNE1-SN. B) y C) Experimento
representativo de 3 experimentos independientes. D) Media de 3
experimentos.

g

Paralelamente, se transfectaron células de la linea sensible RWP-1
con la construccion pLHC-GADDA45A (Fig 10 A), observandose un
marcado aumento de la expresion de GADD45A en estas células en
comparacion con las células RWP-1 transfectadas con pLHCx a
modo de control, cuya expresion basal de GADD45A fue
practicamente indetectable mediante Western blot (Fig 10 B).
Esta sobrexpresion no produjo cambios en el porcentaje de células
en fase S y G2/M del ciclo celular (Fig 10 C), pero si en la
sensibilidad a TK/GCV, aumentando la ID50 para AdTK/GCV de
34,70 +/- 2,36 vp/célula a 44,23 +/- 4,15 vp/célula, esto es, una
disminucion de aproximadamente 27% en la sensibilidad a
TK/GCV (Fig 10 D).
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Figura 10. Validacion funcional de GADD45A. A) Diagrama del pldsmido
de expresion pLHC-GADD45A. B) Sobrexpresion de Gadd45A en células
RWP-1 transfectadas con pLHC-GADD45A confirmada por Western blot.
C) Distribucion de ciclo celular y D) sensibilidad a AATK/GCV de las
células RWP-1 transfectadas con pLHC-GADD45A. B) y C) Experimento
representativo de 3 experimentos independientes. D) Media de 3
experimentos.

- Expresion basal de GADD45A y CCNE1 e induccién en respuesta
a TK/GCV, en lineas celulares

Con el objetivo de verificar si diferencias en la expresion basal de
estos genes, 0 en su induccion en respuesta al tratamiento, pueden
ser la causa de las diferencias de sensibilidad intrinseca observadas
entre las diferentes lineas celulares, se analizaron los niveles de
expresion del ARN mensajero de CCNEL1 y GADDA45A en las siete
lineas estudiadas. Los niveles basales de cada uno de los transcritos
se expresaron de manera relativa a los niveles encontrados en NP-
18 (arbitrariamente asignado el valor de la unidad). En cuanto a los
niveles de expresion tras aplicar el tratamiento a dosis isotoxicas
(ID50), se expresaron, los niveles de transcrito, de manera relativa a
los niveles basales de cada linea. Asi, se observo que sélo BXxPC-3
presentaba niveles de expresion de GADDA45A distinguibles de los
de NP-18 (NP-9: 0,976 veces, p-valor= 0,178; NP-31: 1,44 veces,
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p-valor = 0,178; BxPC-3: 1,873 veces, p-valor= 0,001; MIAPaca-
2= 1,057 veces, p-valor= 0,351; PANC-1= 5,187, p-valor=0,178;
RWP-1= 4,155, p-valor= 0,178) (Fig 11A). En cuanto a la expresion
basal de CCNEL, observamos que todas las lineas analizadas, a
excepcion de RWP-1, presentaban niveles mas bajos de ARN
mensajero de CCNE1 que NP-18. (NP-9: 0,283 veces, p-valor=
0,001; NP-31: 0,201 veces, p-valor = 0,001; BxPC-3: 0,144 veces,
p-valor= 0,001; MIAPaca-2= 0,186 veces, p-valor= 0,001; PANC-
1=0,225 p-valor=0,001; RWP-1= 0,570, p-valor=0,178) (Fig 11B).

La expresion del ARN mensajero de ambos genes se Vio
incrementada en respuesta al tratamiento, a excepcion de CCNEL en
celulas RWP-1. Mientras la magnitud de la induccion de
GADD45A tendia a ser superior en las células resistentes (NP-9:
12,424 veces, p-valor= 0,001; NP-31: 12,295 veces, p-valor =
0,001; BxPC-3: 3,580 veces, p-valor= 0,001; MIAPaca-2= 28,940
veces, p-valor= 0,001; PANC-1= 13,501, p-valor= 0,001; RWP-1=
7,835, p-valor=0,001) (Fig 11 B), no se observé ninguna asociacién
de este tipo para la induccion de CCNEL1 (NP-9: 2,338 veces, p-
valor= 0,001; NP-31: 2,278 veces, p-valor = 0,001; BxPC-3: 1,778
veces, p-valor= 0,001; MIAPaca-2= 6,148 veces, p-valor= 0,001;
PANC-1= 2,713, p-valor= 0,001; RWP-1= 1,075, p-valor= 0,100)
(Fig 11 D)

Estos datos sugieren que la expresion basal de CCNE1l y de
GADD45A no permiten predecir universalmente el grado de
sensibilidad, pero alteraciones en su expresion podrian estar
vinculadas a la adquisicion de resistencia inducida por el
tratamiento. Estudios orientados a establecer si la induccién de
estos genes esta causalmente vinculada a la mayor o menor
induccién de acumulo de células en fase S del ciclo celular, y si
dicha induccién forma parte del mecanismo de accion de TK/GCV,
podrian proporcionar la posibilidad de intervencion mediante su
regulacién para optimizar el rendimiento del sistema TK/GCV. Asi
mismo, la validacion funcional de otros genes regulados sin un
vinculo anteriormente descrito con el control del ciclo celular o con
la induccion de resistencia, podria ayudar a esclarecer algunos
aspectos desconocidos del mecanismo de accion de este sistema
suicida.
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Figura 11. Expresion basal de CCNE1 y GADDA45A e induccién en
respuesta al tratamiento con TK/GCV. Para cada linea se analizaron,
mediante RT-PCR los niveles, de ARNm de: A) GADDA45A en estado basal.
B) GADDA45A en respuesta al tratamiento con TK/GCV C) CCNE1 en
estado basal D) CCNE1 en respuesta al tratamiento con TK/GCV. Los
resultados estan expresados como ratios de expresion con respecto a NP-18
en los anélisis de expresién basal, y como ratios de expresion con respecto al
estado basada de cada linea, en los estudios de induccién. ~p-valor < 0,001.

c) Estudio de la respuesta celular al dafio en el ADN
inducido por TK/GCV Yy su relacién con la sensibilidad al
tratamiento

En condiciones fisiolégicas, existen mecanismos moleculares
tendientes a detectar lesiones en el ADN gendémico y a activar la
maquinaria de reparacion, de cuyo éxito dependera la supervivencia
de la célula. Los efectores de estos mecanismos varian de acuerdo a
la naturaleza de la lesion y al punto del ciclo celular en el que se
encuentren las células en el momento de producirse la misma. Asi,
para las lesiones producidas durante la sintesis de ADN (fase S), las
quinasas ATR y ATM son capaces de detectar regiones del genoma
donde se ha interrumpido la sintesis de ADN o donde se han
producido lesiones de tipo Double Strand Break (DSB),
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respectivamente. Estas quinasas, a su vez, activan mediante
fosforilacion las quinasas Chkl y Chk2, responsables de la
fosforilacion de Cdc25A que actuara como iniciador del proceso de
ubiquitinacion y degradacion proteasomal de la misma (Esquema
R1). Esta disminucién en los niveles de Cdc25A trae aparejada una
inhibicién de la actividad de la quinasa dependiente de ciclinas
CDK2 que se traducird, a su vez, en una inhibicién de la progresion
en el ciclo celular que permitird la reparacion de las lesiones y
posterior reestablecimiento de la misma. En caso de verse
imposibilitada la reparacion de las lesiones, se activan los
mecanismos de muerte celular programada o senescencia.

Incorporacion
de GCV-TP Esquema R1. Vias involucradas en el
/ \ Repliencin “ checkpoint de fase S. La incorporacion de los
metabolitos fosforilados de GCV produce
ATR ATM lesiones en el DNA genémico que activan a

:7 \;P/\:’ las quinasas ATR y ATM. Estas, a su vez,

chki H2AX Chk2 catalizaran la fosforilacion activadora de Chk1l

y Chk2, respectivamente. La actividad de

\ / estas enzimas modulard la estabilidad de
Cdc25A, resultando en su degradacion

Cdc25A proteasémica, y en la inhibicibn de la

actividad del complejo CDK2/Ciclina E. La

fosforilacion de otro sustrato de las enzimas

CDK ATR y ATR, la histona H2AX, es utilizada
(Sintesis de ADN) como indicador de dafio en el ADN.

Sobre esta base, nos propusimos caracterizar la respuesta al dafio
genotoxico inducido por TK/GCV en el contexto de una linea
celular tumoral, y evaluar la posible asociacion entre la actividad de
estas vias y la sensibilidad al tratamiento.

-Activacion del punto de restriccién de fase S en células NP-18
tratadas con TK/GCV

Para evaluar si el tratamiento con TK/GCV era capaz de activar el
checkpoint de fase S, células de la linea sensible NP-18 fueron
tratadas con AdTK a una dosis de 300 vp/célula y posteriormente
cultivadas en presencia de 10 ug/mL de ganciclovir. El analisis
mediante Western blot mostré que a partir de 12 horas de aplicado
el tratamiento existe un leve incremento en los niveles de H2A. X
fosforilada, alcanzando a las 48 horas niveles diez veces superiores
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a los basales (Fig 12 A).

A
0 2 4 8 12 24 48 Horas
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Figura 12. Deteccion de dafio en el ADN en NP-18. A) Deteccién curso-
temporal de la fosforilacion de histona H2AX mediante Western blot.
Células NP-18 fueron tratadas con [AdTK/GCV] = 50 x ID50 y se
prepararon extractos de fracién é&cido-soluble a los tiempos indicados. La
sefial de cada banda fue normalizada por la intensidad de tincién de rojo
Pounceau y expresada como valores relativos a la sefial a t= 0. B) Deteccion
de la fosforilacion de histona H2AX, mediante inmunofluorescencia, en NP-
18 tratadas con [AdTK/GCV] = 50 x ID50. Microfotografias realizadas con
una magnificacion de 200x.

Mediante inmunofluorescencia se confirmé la fosforilacion de la
histona H2A. X, observandose un marcaje positivo a partir de las 48
horas de tratamiento (Fig 12 B). Se analizaron también los niveles
de Cdc25A en el tiempo, observandose una disminucion a partir de
las 72 horas de tratamiento. (Fig 13).

Con el objetivo de determinar si la respuesta celular al insulto
genotdxico se lleva a cabo preferentemente mediante la via ATR-
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Chk1 (relacionada tradicionalmente con la respuesta a inhibicion de
sintesis de ADN) o mediante la via ATM-Chk2 (asociada a la
1 1 0,79 0,50 0,53 0,30 Densitometria

0 1 2 3 4 5 Dias
65kDa—p [ ™ —— ] Cdc25A

55kDa —» | s — — — — — | Tubulina

Figura 13. Degradacion de Cdc25A. Anélisis curso-temporal de los niveles
de la proteina Cdc25A mediante Western blot. Células NP-18 fueron
tratadas con [AdTK/GCV] = 50 x ID50. Se prepararon extractos totales cada
24hs. La expresion de Cdc25A en cada punto temporal se expresa como
intensidad de sefial normalizada por expresion de tubulina y referenciada a
los niveles observados al inicio del tratamiento.

respuesta a lesiones DSB), se evalud la fosforilacion de Chkl en
posicién Ser345 y de Chk2 en posicién Thr68 en funcion del
tiempo. Resultados obtenidos mediante Western blot en células
NP-18 muestran un marcado incremento en la forma fosforilada de
Chk1 mientras que la fosforilacion de Chk2 se produce de manera
tardia y con menor magnitud que la fosforilacion de Chkl (Fig 14
A). Al analizar mediante Western blot la cinética de fosforilacion de
ambas quinasas durante el primer dia de tratamiento, se confirmé
que la fosforilacion de Chk1 es un evento anterior a la fosforilacion
de Chk2, que se produce sin cambios apreciables en los niveles de
Chk1 (Fig 14 B). La fosforilacion de Chk2 fue confirmada mediante
inmunofluorescencia, detectdndose claramente a las 48 horas (Fig
14 C).

Al analizar el clivaje de PARP en respuesta al tratamiento con
TK/GCV, se observd que la fosforilacion de Chkl se producia
previo a la induccién de apoptosis (Fig 15).

- Fosforilacion de Chk1 en BxPC-3 y NP-9

Con el objetivo de evaluar la activacion de esta via en células que
presentan diferentes sensibilidades al tratamiento, las lineas NP-9
(resistente) y BxPC-3 (sensible) fueron tratadas transducidad con
AdTK, cada una de ellas a una dosis cincuenta veces superior a su
propia ID50, y se las tratd con 10ug/mL de ganciclovir durante
cuatro dias, preparandose extractos celulares totales cada
veinticuatro horas. Los niveles de Chkl fosforilada en posicion
Serina 345 fueron analizados mediante Western blot, observandose
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un débil incremento en células NP-9 (4,6 veces; segun
cuantificacion densitométrica) a las veinticuatro horas de iniciado el
tratamiento, que luego retornd a niveles basales. En BxPC-3, en
cambio, los niveles de Chkl fosforilada comenzaron a
incrementarse a partir de las veinticuatro horas, pero alcanzaron un
méaximo de treinta veces los niveles basales, a tres dias de iniciado
el tratamiento (Fig 16).
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56kDa—] s mes wr ¥ 1 Ve == | Chk1
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Figura 14. Activacion de las quinasas de checkpoint. A) y B) Analisis
curso-temporal por Western blot, sobre extractos nucleares de NP-18 tratadas
con [AdTK/GCV] = 50 x ID50, de la fosforilacion activadora de las histonas
Chkl y Chk2. La fosforilacion de Chkl1 es anterior a la fosforilacion de
Chk2. C) Inmunofluorescencia para la deteccion de P-Chk2 en células NP-18
tratadas con [AdTK/GCV] =50 x ID50, a 48hs de iniciado el tratamiento.
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Figura 15. Cinética de induccion de apoptosis. Ensayo de clivaje de PARP
para la deteccion de la induccion de apoptosis. Las células NP-18 fueron
tratadas con [AdTK/GCV] = 50 x ID50 y cultivadas durante los tiempos
indicados. Se prepararon extractos totales que fueron resueltos por SDS-
PAGE, transferidos a membranas de nitrocelulosa y revelados con un
anticuerpo especifico para PARP. Se detect6 la forma clivada de la proteina
a partir de las 48 hs de iniciado el tratamiento.
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Figura 16. Fosforilacion de Chkl en BxPC-3 y NP-9. Western blot de
células sensibles BxPC-3 (A) y resistentes NP-9 (B) tratadas con
[ADTK/GCV] =50 x ID50. Se prepararon extractos proteicos totales cada 24
hs y se resolvieron mediante SDS-PAGE. La forma fosforilada de Chk1 fue
detectada mediante inmunorevelado de los Western blots y los niveles
medidos por densitometria se expresan normalizados por la expresion de
tubulina en cada carril, y referenciados a los niveles presentes al inicio del
tratamiento.

Validacion funcional de la participacion de Chkl en la respuesta a
TK/IGCV

El farmaco UCN-01 o 7-OH-Staurosporina tiene la capacidad de
inhibir la actividad enzimética de P-Chk1, pero no la de P-Chk2,
cuando se utiliza a una concentracion de 300 nM, permitiendo de
esta manera estudiar los efectos de la inhibicién de la via ATR-
Chk1 sobre las alteraciones del ciclo celular inducidos por el
tratamiento con TK/GCV vy sobre su eficacia citotoxica.
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-Efectos de la inhibicion de Chk1 sobre la progresién en el ciclo
celular

Se ha descrito que el tratamiento con el farmaco UCN-01 produce
un arresto en fase GO/G1 del ciclo celular e induce la muerte celular
programada en varios tipos celulares, por lo que nos propusimos
evaluar el efecto de dicha droga sobre la progresion en el ciclo
celular y sobre los cambios en la progresion inducidos por
TK/GCV, en un modelo de cancer de pancreas.

UCN-01 AdTK/GCV UCN-01+AdTK/GCV
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Figura 17. Inhibicion de Chk1 y ciclo celular. Estudio curso-temporal de la
distribucién de ceélulas en cada fase del ciclo celular, en respuesta al
tratamiento con UCN-01, AdTK/GCV o la combinacion de ambos. El
andlisis se realizé utilizando dos dosis diferentes de AdTK: ID50 y 50 x
ID50, cuantificando el porcentaje de células en cada fase, mediante tincién
con Hoechst 33342 y adquisicion por citometria de flujo. Se muestran los
resultados de un experimento representativo de 3 experimentos
independientes.

En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos al tratar células
de la linea NP-18 con 300 nM de UCN-01; AdTK/GCV a una dosis
de virus igual a su ID50 y a una dosis de 300 vp/célula; o con una
combinacion de AdTK/GCV, a una dosis igual a su ID50 y a una
dosis de 300 vp/célula, ambas en combinacion con UCN-01 a una
concentracion de 300 nM.

Mientras el tratamiento con AAdTK/GCV induce un aumento del
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porcentaje de células en fase S, tanto cuando se aplica a una dosis
igual a su ID50 como cuando se aplica a una dosis cincuenta veces
superior, el tratamiento con UCN-01 produce un marcado aumento
del porcentaje de células en fase GO/G1 alcanzando un valor
cercano al 100% a veinticuatro horas de establecerse el mismo.
Cuando ambos tratamientos fueron aplicados conjuntamente, se
observé una inhibicion del incremento de células en fase S
inducido por AdTK/GCV.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con TK produce la
activacion del checkpoint de fase S mediante la via que involucra la
fosforilacion de Chk1.

-Efectos de la inhibicién de Chk1 sobre la sintesis de ADN

Con el objetivo de confirmar si el retraso en la progresion del ciclo
celular est asociada a una inhibicion en la sintesis de ADN, y para
evaluar la participacion de Chkl en dicha inhibicion, nos
propusimos analizar cuantitativamente la actividad de sintesis de
ADN de los cultivos tratados con TK/GCV. Para ello, se utilizo el
kit comercial Click-iT™ EdU Flow Cytometry Assay (Invitrogen)
que emplea el analogo nucleosidico 5-etinil-2’-deoxiuridina (EdU)
como marcardor de sintesis de ADN. EdU es incorporado por las
celulas que estan sintetizando activamente ADN, Yy esta
incorporacion puede ser detectada mediante revelado con un
compuesto fluorescente y el numero de células positivas,
cuantificado mediante citometria de flujo.

Se sembraron células de la linea NP-18 en placas de 60 mm de
diametro, a razén de 3 x 10° células por placa. Veinticuatro horas
mas tarde las células fueron transducidas con AdTK a una dosis de
300 vp/célula, durante cuatro horas. Al cabo de este tiempo, se
retird el medio de transduccion y se establecié este momento como
incio del experimento (tp). Para obtener una medida cuantitativa de
la sintesis de ADN en respuesta a TK/GCV, UCN-01 o la
combinacion de ambos, durante las primeras veinticuatro horas de
aplicado el tratamiento con ganciclovir, las células fueron dividas
en cuatro grupos:

Grupo Control: medio fresco
Grupo UCN-01: medio fresco adicionado con 10 uM del reactivo
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EdU y 300 nM de UCN-01 a to.

Grupo AJTK/GCV: medio fresco adicionado con 10 ug/mL de
ganciclovir a to.

Grupo AdTK/GCV + UCN-01: medio fresco adicionado con 10
ug/mL de ganciclovir a to.

Los cuatro grupos fueron incubados en presencia de 10uM de EdU
y, al cumplirse las veinticuatro horas de iniciado el tratamiento (t;),
las células células fueron recogidas por tripsinizacion, fijadas y
almacenadas para su posterior revelado (Ver esquema en Fig. 18 A).

En paralelo se analiz6 el efecto de TK/GCV, s6lo o0 en
combinacion con UCN-01, sobre la sintesis de ADN durante el
periodo comprendido entre las 24 y 48 horas de iniciado el
tratamiento con ganciclovir. Para ello, el tratamiento con
ganciclovir fue iniciado a to, mientras que tanto el reactivo EdU
como UCN-01 (en los grupos que corresponda) fue aplicado a partir
de las veinticuatro horas (t;). En este caso, las células de todos los
grupos fueron recogidas por tripsinizacion y fijadas a las 48 horas
(t2) (Ver esquema en Fig 18 B).

Un grupo adicional, que fue cultivado en ausencia de EdU, fue
incluido en el experimento a modo de control negativo y utilizado
para determinar la linea de corte para la intensidad de fluorescencia
correspondiente a las células con marcaje positivo y negativo de
EdU.

Al analizar mediante citometria de flujo el porcentaje de células con
marcaje positivo para EdU, se observo que, durante las primeras 24
horas, el 45% de las células habia incorporado EdU, indicando asi
que el 45% de las células habian sintetizado ADN de novo durante
este periodo (Fig 16 A). Esto implica que, en caso de ser cultivadas
en presencia de ganciclovir, el 45% de las células habria tenido la
capacidad de incorporarlo. De las células que fueron cultivadas en
presencia de ganciclovir durante las primeras 24 horas, solo el 35%
sintetiz6 ADN de novo, siendo la diferencia respecto al grupo
control estadisticamente significativa (p-valor= 0,003). Por su parte,
de las células que fueron cultivadas en presencia de UCN-01
durante las primeras 24 horas, el 40% de las células habian
sintetizado ADN durante este periodo, siendo la diferencia con
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respecto al control estadisticamente significativa (p-valor= 0,04).
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Figura 18. Inhibicion de Chk1 y sintesis de ADN. Analisis de la sintesis de
ADN en células NP-18 entre 0-24hs (A) o 24-48hs (B) de iniciado el
tratamiento con [AdTK/GCV] = 50 x ID50, en presencia o ausencia de
[UCN-01] = 300. Valores expresados como porcentajes de células positivas
para el andlogo Qucleosidico Edg. Se muestran las medias de 3 experimentos
independientes. p-valor< 0,05; p-valor< 0,01.
Curiosamente, cuando ambos tratamientos fueron aplicados
conjuntamente durante las 24 horas, se encontrd que el 40% de las
células era positiva para EdU, es decir que la inhibicion de la
sintesis de ADN inducida por TK/GCV se vio parcialmente
revertida (p-valor= 0,001). Este efecto fue ain mas notorio en los
grupos en los que el tratamiento con UCN-01 y la incubacion con
EdU fueron aplicadas durante las Gltimas 24 horas de tratamiento
con ganciclovir (esto es, comenzando cuando las células ya habian
sido tratadas con ganciclovir durante 24 horas). En estas
condiciones se observé que, del grupo control, el 38% de las células
eran positivas para EAU, mientras que solo el 23% de las células
que habian sido tratadas con ganciclovir desde to habian sintetizado
ADN durante las ultimas 24 horas, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p-valor= 0,004). Al aplicar, durante
las ultimas 24 horas, el tratamiento con UCN-01 conjuntamente con
GCV, el porcentaje de células con marcaje positivo para EdU fue
del 45%, indicando que UCN-01 es capaz de inhibir la inhibicion en
la sintesis de ADN inducida por TK/GCV (p-valor= 0,006) (Fig 18
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B).
-Efectos de la inhibicidon de Chk1 sobre la sensibilidad a TK/GCV

Con el objetivo de evaluar el efecto de la inhibicion de P-Chkl
sobre la eficiencia citotdxica de TK/GCV, se analiz6 la interaccion
entre ambos tratamientos calculando el indice de combinacién
(Combination Index, CI). Este parametro relaciona la dosis de cada
uno de los tratamientos que se necesita para obtener un dado efecto
cuando se aplican individualmente, con la dosis de cada uno de los
tratamientos que se necesita para obtener el mismo efecto cuando
son aplicados conjuntamente. Asi, un valor de CI igual a la unidad
es indicativo de efecto aditivo de los dos tratamientos; un valor
superior a uno es indicativo de antagonismo, mientras que un valor
inferior a uno es indicativo de sinergismo positivo entre la accion de
ambos tratamientos. Para realizar el andlisis, se construyeron
curvas-dosis respuesta para el tratamiento con UCN-01 a partir de
las medidas de viabilidad celular resultantes tras aplicar un
tratamiento de cuatro dias con dosis crecientes del farmaco, en cada
una de las lineas celulares. Posteriormente, para cada linea celular
se calcul6 la relacién entre las ID50 de cada tratamiento y se repitio
el experimento tratando las células, esta vez, con dosis crecientes de
ambos tratamientos de manera que la relacion entre las dosis de
cada uno sea, en cada punto, constante e igual a la relacion entre las
ID50. Dado que se ha descrito que UCN-01 es capaz de inducir un
arresto en fase G1 (Otsubo, Bhawal et al. 2007), para evitar que el
tratamiento con UCN-01 inhibiese la sitnesis de ADN e interfiriese
con la incorporacion de ganciclovir, se retardd el inicio del
tratamiento con este farmaco hasta 24 horas después de iniciado el
tratamiento con ganciclovir. De esta manera, se espera que las
células hayan sido capaces de incorporar ganciclovir durante el
primer dia de tratamiento.

Al cabo de cinco dias de iniciado el tratamiento con ganciclovir, y
de cuatro dias de iniciado el tratamiento con UCN-01, se cuantifico
la viabilidad celular de los cultivos mediante la técnica de MTT.
Con estos datos se construyeron curvas dosis-respuesta y se
calcularon los valores de ID50 para cada uno de los tratamientos. A
continuacion se calculd, para cada linea celular, la dosis necesaria
para inducir una reduccion en la viabilidad del cultivo o una
fraccion de inhibicion (FI, del acronimo en inglés de Fractional
Inhibition) del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% y 90%
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con cada uno de los tratamientos, aplicados individualmente o en
combinacién. Con estos datos se calcularon los valores de Cl para
cada nivel de inhibicion, segin la formula que se muestra en la
figura 19. Los resultados muestran un claro efecto antagénico de la
combinacion para las lineas celulares NP-18, BXxPC-3 y RWP-1. El
efecto observado en las otras lineas celulares fue variable
dependiendo de la FI analizada, hallandose un efecto aditivo o
moderadamente sinérgico en las lineas NP-9 y NP-31, un efecto
aditivo en la linea PANC-1 vy, curiosamente, un efecto antagénico
en MIAPaca-2 a cuando se analizo a valores de FI menores al 50%,
mientras que la curva tendid hacia la zona de efecto aditivo o
moderadamente sinérgico a valores de FI superiores (Fig 19).

DAdTK,UCNOl + DUCNOl,AdTK
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Figura 19. Andlisis de interaccion entre tratamientos. Se calcul6 el valor
de CI para la combinacién de AdTK/GCV con UCN-01, a los niveles de
fraccion de inhibicion indicados. Se muestran las medias de 3 experimentos
independientes +/- error estdndar. Dagrk.ucnor Y Ducnozadtk: dosis AATK o
UCN-01, respectivamente, necesarias para obtener una determinada Fl,
cuando ambos agentes se administran en combinacion. Dagrk ¥ Ducn-or :
dosis de AdTK o UCN-01, respectivamente, necesarias para obtener una
determinada FI cuando los agentes se aplican por separado.

Estos resultados confirman la participacion, al menos parcial, de
Chk1 en los cambios en los perfiles de ciclo celular y la inhibicion
de la sintesis de ADN inducidos por el tratamiento con TK/GCV. Es
importante resaltar, ademé&s, que la inhibicion farmacoldgica del
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checkpoint mediado por Chkl produjo un efecto antagénico a la
citotoxicidad inducida por TK/GCV en aquellas células que
responden al tratamiento inhibiendo su progresién en el ciclo
celular en fase S. Esta observacion indicaria que la aplicacion de un
inhibidor de checkpoint como estrategia adyuvante para sensibilizar
las células a un tratamiento genotéxico deben ser cuidadosamente
analizada para tipo celular y para cada sistema terapéutico.

Los resultados de esta primera parte aportan datos sobre la
relevancia que tienen los cambios producidos en el ciclo celular en
respuesta al tratamiento con TK/GCV, como parte de su mecanismo
de induccion de citotoxicidad. Adicionalmente, el hallazgo de
genes con expresion diferencial en células resistentes al tratamiento
con TK/GCV plantea una lista de potenciales genes de resistencia,
cuyas funciones no estan relacionadas con el control del ciclo
celular.
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4.2 Estudio de Estrategias para Incrementar la
Potencia y/o la Selectividad del Sistema TK/GCV

a) Estudio del silenciamiento de un gen antiapoptético
para aumentar la potencia citotdxica del sistema TK/GCV

Siendo la induccion de apoptosis el evento culminante del
mecanismo de accion postulado para TK/GCV, la citotoxicidad
inducida por el tratamiento podria verse aumentada al amplificar la
sefial proapoptética o disminuir las sefiales antiapoptéticas en la
celula diana. Sobre esta base, se analizd la expresion de algunos de
los genes directamente relacionados con la induccion y/o con la
inhibicion de la apoptosis, con el objetivo de disefiar una estrategia
de sensibilizacion mediante la modulacion de la expresion de dichos
genes.

Expresién de genes antiapoptoticos en células de cancer de pancreas

Se analizaron, mediante Western blot, los niveles proteicos de los
genes antiapoptdticos XIAP y BCL2, y los del gen proapoptético
BAX, en células de las lineas NP-9, NP-18, NP-31, BxPC-3,
MIAPaca-2, PANC-1 y RWP1 con el objetivo de definir un patrén
de expresion de estos genes que pueda estar relacionado con el
fenotipo de resistencia a TK/GCV. Como se muestra en la figura
20, se observo una marcada expresion de Bcl-2 en las lineas NP-9 y
RWP-1, una expresion moderada en NP-18, BxPC-3 y MIAPaca-2,
y una expresion baja en las células NP-31 y PANC-1. A su vez, la
expresion de XIAP se encontrd elevada en células NP-18, PANC-1
y RWP-1, y moderada en las células NP-9, NP-31 y BxPC-3. Por su
parte, todas las lineas estudiadas presentaron niveles similares de
Bax, mostrando una sutil diferencia las células NP-9 y PANC-1,
con una expresion ligeramente menor que el resto. La relacién entre
los niveles de Bax y Bcl-2, que en muchas ocasiones resulta més
informativa que los niveles absolutos de una y otra proteina,
tampoco permitieron establecer una relacion entre la sensibilidad de
las células a TK/GCV vy posibles desbalances en la expresion de
estas moléculas que pudieran estar asociadas a una alteracion en las
vias de induccion de apoptosis. No obstante, para descartar la
presencia de dichas alteraciones seria necesario realizar un analisis
detallado, no s6lo de los niveles proteicos, sino ademas de la
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funcionalidad de estas proteinas y de otros mediadores y efectores
de las vias relacionadas con la induccion de muerte celular
programada.
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Figura 20. Expresion de genes antiapoptdticos y proapoptéticos en lineas
celulares de cancer de pancreas. Se evalu6 mediante Western blot la
expresion basal de las proteinas A) XIAP y B) Bcl-2 y Bax.

Silenciamiento del gen BCL2 mediante interferencia de ARN

(RNAI)

A pesar de no hallarse una clara asociacion entre los niveles de
expresion de los genes XIAP, BCL2 y BAX con la respuesta a
TK/GCV en las lineas celulares analizadas, se decidio explorar si la
inhibicion de un gen antiapoptético podria influir en la sensibilidad
celular al tratamiento. Para ello, se disefié una estrategia que utiliza
la tecnologia RNAi como herramienta para disminuir los niveles de
expresion de dicho gen, segln se describe a continuacion.

- Seleccion de secuencias diana candidatas

Se escogieron tres secuencias de veintiun nucleétidos de la region
codificante del gen BCL2 que comenzaran en guanina (en la
posicién 5°), que tuviesen un contenido de guaninas y/o citidinas
entre el 55% y 75% y que no presentaran homologia con otras
regiones del genoma humano, segun se pudo verificar mediante una
busqueda utilizando la herramienta BLAST en la base de datos
GenBank. Las tres secuencias escogidas, que se muestran en la
figura 21 A, corresponden a los veintiin nucleo6tidos presentes a
partir de las posiciones 354, 381 y 433 del ADNCc anotado con el
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ndmero de acceso a GenBank: M14745.
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Figura 21. Silenciamiento de BCL2. A) Construccién de los vectores
pAVU6+27-shBCL2B, pAVU6+27-shBCL2C y pAVU6+27-shBCL2D
pShuttle-CMV-Tat8 TK-shBCL2. B) Western blot para Bcl-2 a partir de
extractos de células HEK293T transfectadas con pAVU6+27-shBCL2B o
pAVUG6+27. Cuantificacion densitométrica de los niveles de proteina Bcl-2
normalizados por expresién de actina y expresados en relacién a los niveles
de Bcl-2 en el control transfectado con pAVU6+27. C) Representacion
esquematica de la generacion de la construccion pShuttle-CMV-Tat8TK-
shBCL2, mediante clonaje secuencial del ADNc de Tat8TK y del cassette de
expresion del shRNA especifico para BCL2 en el pldsmido lanzadera
pShuttle-CMV.

- Construccion de un vector plasmidico para la expresion de ARN
en conformacién de horquilla (shRNA)

Para la generacion de vectores de expresion de shRNAs con
especificidad para las secuencias diana del gen BCL2, se
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sintetizaron tres pares de oligonucle6tidos complementarios de
manera que, tras hibridar entre si, forman tres fragmentos de ADN
de doble cadena que consta, en la cadena ‘sentido’, de (ver esquema
en figura 21 A):

a) un extremo cohesivo Sall

b) la secuencia escogida

C) una regién espaciadora de seis pares de bases (diana
HindlIl)

d) el complemento reverso de la secuencia escogida

e) cinco deoxitimidinas (sefial de terminacién para la ARN
polimerasa 111)

f) extremo cohesivo Xbal

(la secuencia completa de cada uno de los oligonucleétidos se
detallan en el capitulo Materiales y Métodos).

Cada par de oligonucleotidos fue incubado independientemente y
cada uno de los fragmentos resultantes fueron clonados en el vector
pAVUG6+27, dando lugar a las construcciones pAVU6+27-shBCL2-
354, pAVU6+27-shBCL2-381 y pAVUG6+27-shBCL2-433, en
funcion de la posicion del primer nucleétido de la secuencia diana
en el ADNc M14745.

- Seleccion de shRNAs con eficacia silenciadora

Con el objetivo de escoger una construccién que fuera capaz de
silenciar la expresion de Bcl-2, células de la linea HEK293T fueron
transfectadas con las construcciones generadas. Al cabo de 48 horas
se analizaron los niveles proteicos de Bcl-2 mediante Western blot,
observandose que la construccion pAVUG6+27-shBCL2-433 es
capaz de reducir los niveles de Bcl-2 en aproximadamente un 50 %,
con respecto al valor basal de células HEK293 transfectadas con el
plasmido vacio (Fig 21 B).

- Construccién de un vector plasmidico bifuncional para la
expresion conjunta de Tat8TK y shRNA

A continuacion, se procedié a la construccion de un vector
plasmidico para la expresion conjunta de la proteina de fusion
Tat8TK y el shRNA con especificidad para Bcl-2, mediante el
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proceso que se esquematiza en la figura 21 C. En primer lugar, se
amplificé por PCR la region codificante de TK, utilizando un par de
cebadores de los cuales el correspondiente a la region 5° contiene,
ademas de la zona de homologia con el ADNc de TK, los
nucleétidos que codifican para el peptido Tat8. ElI amplicon
resultante fue clonado en el vector pGEM-T-EASY y amplificado
mediante maxipreparacion (realizado en nuestro laboratorio por
Alex Rojas). El plasmido resultante fue, a su vez, digerido con Bglll
y Sall y el fragmento liberado fue clonado en el plasmido pShuttle-
CMV, dando lugar a la construccion pShuttle-CMV-Tat8TK.
Paralelamente, se extrajo mediante digestion con BamHI y Xbal el
fragmento de pAVUG+27-shBCL2-433 que contiene el promotor y
los primeros veintisiete pares de bases del ARN nucleolar U6 y la
secuencia palindromica correspondiente a los oligonucleétidos
clonados. Este fragmento se subcloné en el plasmido
pBluescriptS/K +/-, entre las dianas de restriccion Xbal y BamHl,
generando asi la construccion pBSU6+27-shBCL2-433, de la cual
se extrajo, a su vez, el inserto mediante digestion con Notl y
EcoRV. El fragmento liberado fue clonado en el plasmido pShuttle-
CMV-Tat8TK, previa digestion de éste con Hindlll y generacion de
un extremo romo mediante digestion con el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa | de E coli (Klenow fill-in). Asi, se obtuvo la
construccion pShuttle-CMV-Tat8TK-shBCL2-433, en la cual se
verifico la presencia del ADNc de Tat8TK y del cassette de
expresion de shRNA contra BCL2 mediante secuenciacion directa.

- Andlisis de la eficacia citotoxica de la combinacién del
tratamiento TK/GCV con el silenciamiento de BCL2

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de la enzima Tat8TK y
la potencia citotoxica de la combinacion con shBCL1-433 se
transfectaron, mediante precipitacion con fosfato calcico, células
HEK?293T con la construccién pShuttle-CMV-Tat8 TK-shBCL2-433
0 con pShuttle-CMV-Tat8TK a modo de control. Veinticuatro horas
después de la transfeccion, las células fueron sembradas en placas
de 96 pocillos, a razén de 3000 celulas por pocillo, y se inicio el
tratamiento con 10 ug/mL de ganciclovir o con medio fresco, por
triplicados. Al cabo de tres dias se midié la viabilidad de los
cultivos mediante la técnica de MTT y se graficaron los resultados
como porcentajes de viabilidad, tomando como 100% de viabilidad
el valor de absorbancia del cultivo transfectado con pShuttle-CMV-
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Tat8TK cultivado en ausencia de ganciclovir. Como se observa en
la figura 22 A, el tratamiento con ganciclovir redujo el porcentaje
de células viables a 11,8% en las células transfectadas con pShuttle-
CMV-Tat8TK y a 7% en las células transfectadas con pShuttle-
CMV-Tat8TK-shBCL2-433. La transfeccion con esta ultima
construccidn, en ausencia de ganciclovir, produjo una reduccion en
la viabilidad del cultivo a 61,1% del control, indicando que el
silenciamiento de BCL2 podria inducir citotoxicidad por si mismo.
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Una vez corroborada la funcionalidad de la enzima TK codificada
por pShuttle-CMV-Tat8 TK-shBCL2, se realizd una comparacion
entre la inhibicion de viabilidad celular inducida por Tat8TK/GCV
con o sin silenciamiento de BCL2. Para ello, se transfectaron
celulas HEK293T con pShuttle-CMV-Tat8TK o pShuttle-CMV-
Tat8TK-BCL2 y se analiz6 la viabilidad celular de las mismas tras
dos dias de tratamiento con ganciclovir. La expresién combinada de
Tat8TK y shRNA especificos para BCL2 produjo una mayor
inhibicion que la expresion de Tat8TK en solitario (Fig 22B).

- Produccion de AdTat8TK-shBCL2-433

Se cotransformaron el pldsmido pShuttle-CMV-Tat8tk-shBcl2 y el
plasmido que contiene el genoma viral en células E coli de la cepa
BJ5183 (recombinasa positiva) para que se lleve a cabo la
integracion de los transgenes en el genoma viral. Tras escoger los
clones recombinantes, se verificd por secuenciacion directa la
presencia del cDNA de TK y del promotor U6 con la secuencia del
shRNA.

Posteriormente, se transfectd esta construccion en células HEK293
para la produccion de los viriones y su posterior amplificacion. Se
purifico el adenovirus mediante ultracentrifugacién en gradientes de
CsCl y se determino el titulo de particulas virales utilizando una
técnica espectrofotométrica, obteniéndose un titulo viral de 8 x 10°
vp/mL. La cuantificacion de particulas con capacidad de
transduccion (TU), realizada mediante la técnica de tincién de la
proteina hexdn, indicé un titulo viral de 1,5 x 10" TU/mL.

- Actividad de AdTat8TK-shBCL2-433

Se evalud la capacidad silenciadora de AdTat8TK-shBCL2-433 a la
vez que su potencia citotoxica en una linea celular resistente que
expresa altos niveles de Bcl-2: NP-9. Para ello, se plaquearon
células NP-9 en placas de 24 pocillos, a razén de 2 x 10* células
por pocillo y veinticuatro horas mas tarde fueron infectadas durante
cuatro horas con AdTat8TK-shBCL2-433, o AdTat8TK, a seis dosis
diferentes y por duplicado: 0, 1, 10, 102 10° y 10* vp/célula. Una
placa se utilizd para evaluar cualitativamente la inducciéon de
toxicidad con cada uno de los virus, en presencia y ausencia de
ganciclovir, por ello se incub6 la mitad de los pocillos de cada virus
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con 10ug/mL de ganciclovir y la otra mitad se cultivé con medio
fresco durante tres dias. Transcurrido este tiempo, se tifieron las
celulas con azul de metileno, observandose una menor tincion a
partir de la dosis viral de 10° en las células infectadas con
AdTat8TK que recibieron, ademas, ganciclovir, mientras que las
celulas infectadas con AdTat8TK que no recibieron la prodroga no
manifestaron ningln cambio apreciable en la viabilidad de los
cultivos. Por el contrario, las células infectadas con AdTat8TK-
shBCL2-433 presentaron una menor tincién, que los controles no
infectados, a partir de la dosis de 10° vp/célula, independientemente
de haber sido tratadas con ganciclovir o no (Fig 23 A).
Paralelamente, se infectd una segunda placa, con las mismas dosis
de virus que el experimento anterior, pero no se agregd ganciclovir
en ningun pocillo. Al cabo de tres dias se recogieron las células y se
prepararon extractos proteicos para analizar la expresién de Bcl-2
por Western blot. Como se muestra en la figura 23 B, los niveles de
Bcl-2 se vieron disminuidos a un 30% en las células NP-9 tratadas
con AdTat8TK-shBCL2-433 a una dosis de 10* vp/célula, con
respecto al control no infectado, pero no se observaron cambios en
las células transducidas con el mismo virus a dosis mas bajas, ni en
aquellas transducidas con AdTat8TK.

Para obtener una medida cuantitativa de la potencia citotoxica de
AdTat8TK-shBCL2-433, en comparacion con AdTat8TK, se
realizaron curvas dosis-respuesta de uno y otro adenovirus en
presencia de una dosis constante de ganciclovir (10 ug/mL) en
celulas NP-18 y se calcularon los valores de ID50 a tres dias de
iniciado el tratamiento con la prodroga, segin se muestra en la
figura 23 C. Sorprendentemente, el tratamiento con AdTat8TK-
shBCL2-433 en presencia de ganciclovir no solo fue menos potente
que el tratamiento con AdTat8TK con ganciclovir (ID50= 2033,51
vp/célula y 93,39 vp/célula, respectivamente) sino que fue menos
potente que el tratamiento con AdTat8TK-shBCL2-433 s6lo (ID50=
769,06 vp/celula).

Con el objetivo de hallar una explicacion para el efecto que ejerce
ganciclovir cuando se combina con AdTat8TK-shBCL2-433, se
analizo la presencia de viriones recombinantes con capacidad de
replicar. Resultados obtenidos previamente en el laboratorio
indicaban que, en células NP -18, el tratamiento con

134



Resultados

A vp/célula
o 1 10 107 10 10*
o
AdTAT8-tk-shBCL2 9= =
&R ew Gev
& @& S .
AdTATE-tk - %
o & Gev
B AdTATS-tk AdTATS8-tk-shBcl2
0 1 10 10% 100 104 0 1 10 102 10 10¢wvplcélula

26KDa—p — . n  —] [T — s — |Bcl-2

41kDa—’~i — T — —— — ——-||"I-'u-———_- _...--|Actina

10 07 10 10 11 14 10 16 1,2 14 13 0,3 Densitometria

D

(@]

H20 AdTK AdTat8TK
-shBcl2
416pb—»| E1A

188pb— TK

o N58388NEE

% Viabilidad

-

10 100 1000 10000
Dosis viral (vp/célula)

— AdTat8TK-shBCL2 769,06 +/- 97,36
------- AdTat8TK-shBCL2/GCV  2033,51 +/- 429,51
— AdTat8TK/GCV 93,39 +/- 37,60

Figura 23. Citotoxicidad de AdTat8 TK-shBCL2-433 en NP-9 y NP-18.
A) Las células resistentes a TK/GCV NP-9 fueron sembradas en placas de
24 pocillos. Tras ser infectadas con las dosis indicadas de AdTat8TK o
AdTat8 TK-shBCL2 y se las cultiv en presencia o ausencia de GCV vy al
cabo de 3 dias se tifieron las células adheridas con azul de metileno. B) En
paralelo, se analizaron por Western blot los niveles proteicos de Bcl-2 en
células NP-9 transducidas en idénticas condiciones a las descritas en (A) y
cultivadas en ausencia de GCV durante 48hs. Los resultados de la
densitometria se expresan normalizados por los niveles de actina y como
multiplos de los niveles de Bcl-2 en las células sin transducir. C) Curvas
dosis-respuesta para AdTat8TK/GCV y AdTat8TK-shBCL2-433 en
presencia y ausencia de GCV. Se indican los valores de ID50 de cada
tratamiento +/- el error estdndar. D) RT-PCR multiplex de TK y E1A, en
ceélulas NP-18 transducidas con AJTK o AdTat8TK-shBCL2-433.

ganciclovir inhibia parcialmente la citotoxicidad inducida por el
efecto litico de un virus replicativo armado con la enzima TK,
presumiblemente debido a una accidn virostatica de los metabolitos
de la prodroga (Cascante, Abate-Daga et al. 2007). En base a
aquellas observaciones, se planted una hipotesis, para explicar los
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resultados de este experimento, segun la cual parte de la
citotoxicidad observada en el experimento seria producida por
adenovirus contaminantes con capacidad de replicacion. Asi, la
adicién de ganciclovir interferiria con la replicacion de los mismos,
induciendo un efecto antagénico. Se analiz6 mediante RT-PCR
multiplex la expresion de ARNm que codifica para E1A (gen
delecionado del genoma adenoviral en los vectores de primera
generacion) y del ARNm de TK en el ARN total de células NP-18
transducidas previamente con AdTat8TK-shBCL2-433. Como se
muestra en la figura 23 D, las células infectadas con AdTat8TK-
shBCL2-433 expresaban tanto TK como E1A, indicando la
presencia de particulas virales contaminantes con capacidad de
replicacion.

Lo descrito en este apartado indica que el silenciamiento de BCL2
podria tener una potencial aplicacion como estrategia adyuvante
para la potenciacion de la citotoxicidad inducida por TK/GCV,
principalmente en base a los resultados obtenidos en células HEK
293T. No obstante, la validacion de BCL2 como gen de resistencia
a TK/GCV en células tumorales no pudo llevarse a cabo debido a
inconvenientes técnicos en la produccién de un stock concentrado
de AdTat8TK-shBCL2-433 libre de adenovirus replicativos
contaminantes. En base a la observacion de una inhibicion en el
crecimiento de las células productoras del adenovirus, se postulo
que la toxicidad inducida por el silenciamiento de BCL2 en las
mismas, sumada a la presencia de secuencias palindromicas en el
genoma del adenovirus, podrian generar un ambiente propicio para
la seleccion de adenovirus que han incorporado el gen E1A de las
células empaquetadoras mediante eventos de recombinacion. Como
alternativa se planted la posibilidad de desensibilizar las células
HEK293T al silenciamiento de BCL2, consiguiendo la expresion de
altos niveles de la proteina mediante transfeccion estable, o bien de
redisefiar el vector, utilizando una secuencia miRNA bajo el control
de un promotor inducible en lugar de una secuencia shRNA
expresada constitutivamente. Con el objetivo de priorizar el avance
de las demas lineas de investigacion descritas en este trabajo, se
discontinu6 el estudio de validacion de BCL2 como diana
terapéutica en este punto, pero consideramos que la optimizacion
del proceso de produccion de adenovirus que expresan TK y
moléculas silenciadoras de BCL2 podria dar lugar a la aplicacion
de estrategias con un gran potencial terapéutico.
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b) Estudio de la utilizacion de un adenovirus replicativo
para incrementar la potencia citotoxica del sistema
TK/GCV. Anélisis de eficacia, elementos de seguridad y
monitorizacion in vivo

Estudio de la combinacion de la citotoxicidad inducida por
TK/GCV con la muerte por lisis viral

- Comparacién de la citotoxicidad inducida por AdTK/GCV vy por
AdRGDTat8TK-L in vitro

Se realiz6 un andlisis de tipo dosis-respuesta para comparar la
sensibilidad de las lineas celulares NP-18, NP-31, PANC-1 y
BxPC-3 al tratamiento con el sistema TK/GCV cuando la
transferencia del ADNc de la enzima TK se realizaba utilizando
bien un vector no replicativo de primera generacion (AdTK) de
expresion constitutiva, o bien un vector adenoviral replicativo que
expresa el gen terapéutico como gen de fase tardia
(AdRGDTat8TK-L, ver esquema en figura 24 A), generado
previamente en el laboratorio (Cascante, Abate-Daga et al. 2007).
Para tal fin, se sembraron células de cada una de las lineas en placas
de 96 pocillos y 24 horas més tarde se infectaron por triplicado con
dosis crecientes de AdTK o AdRGDTat8TK-L, durante cuatro
horas. Transcurrido este tiempo, se reemplazo el medio de infeccion
por medio fresco, el cual fue, a su vez, reemplazado 24 horas méas
tarde por medio fresco suplementado con 10ug/mL de GCV. Al
cabo de tres dias se realiz6 un ensayo de MTT para cuantificar la
viabilidad de los cultivos, se construyeron curvas de tipo dosis-
respuesta y se calcularon los valores de 1D50 para cada tratamiento
y para cada linea celular. Los resultados indicaron, que en las cuatro
lineas celulares estudiadas, el tratamiento con AdRGDTat8TK-
L/GCV fue mas potente (esto es, presentd menor 1D50) que el
tratamiento con AdTK/GCV. La magnitud del incremento en la
potencia vario segun la linea celular, entre 9 0 11 veces en las lineas
PANC-1 y NP-18, respectivamente, y 2 veces tanto en la linea
BxPC-3 como en la linea NP-31 (Fig 24 B).
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NP-31 2168.95+ 224,00  1071.17 £44.43
NP-18 188.80+ 16.61 17.59 +1.13

Figura 24. ARGDTat8TK-L/GCV vs AdTK/GCV. A) Representacion
esquematica de parte del genoma de AdTK y de AJRGDTat8TK-L. En
AdTK, el gen E1A y su promotor son reemplazados por el cassette de
expression de TK bajo el control del promotor CMV. En AJRGDTat8TK-L,
el ADNc de Tat8TK esté clonado bajo el control del MLP, que producira la
expresién de un transcrito policistrénico conteniendo los genes tardios y
Tat8TK con un sitio aceptor de splicing en el extremo 5. B) Curvas dosis-
respuesta para AdTK y AdRGDTat8TK-L en lineas BxPC-3, NP-31, PANC-
1 y NP-18. En la tabla se listan los valores de ID50 con sus respectivos
errores estandar.
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Dado que el virus AARGDTat8TK-L presenta una modificacion en
el dominio Knob de la proteina de la Fibra de la capside, que
modifica el tropismo natural del adenovirus hacia su receptor
celular CAR favoreciendo la infeccion mediada por integrinas, se
realizd un estudio tendiente a determinar si el incremento en
potencia se debid exclusivamente a una mayor eficiencia de
transduccion de ADRGDTatTK-L con respecto a la de AdTK. Se
utilizaron dos vectores adenovirales reporteros que expresan la
proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control de un promotor
constitutivo CMV, siendo el Unico rasgo distintivo entre ambos
vectores la presencia (AdTLRGD) o ausencia (AdTL) del motivo
RGD en el dominio Knob de la fibra.

AdTL-RGD
| [0 ] Incremento de

y Ppotencia debido a
| - RGD

@

@] _| Incremento de
E] potencia
[ independiente de
RGD

Gl&
.0
B
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0
BxPC-3  PANC-1 NP-31 NP-18

Figura 25. Infectividad y potencia citotdxica. A) Representacion
esquematica del experimento de comparacién de infectividad de AdTL y
AdTL-RGD a dosis virales correspondientes a las ID50 de AdTK y de
AdJRGDTat8TK-L, respectivamente. En caso de ser, la diferencia de
citotoxicidad de éstos Ultimos, dependiente exclusivamente de una mayor
infectividad debido a la modificacion RGD, el porcentaje de células
transducidas por un y otro virus a estas dosis serfa idéntico. Por el contrario,
un mayor porcentaje de células transducidas con AdTL que con AdTL-RGD,
es indicativo de una mayor citotoxicidad, de AdRGDTat8TK-L,
independiente del incremento de infectividad otorgado por el motivo RGD.
B) Relacion de porcentajes de células transducidas con AdTL y AdTL-RGD
para las lineas BXxPC-3, PANC-1, NP-31 y NP-18 +/- error estandar.
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Cada linea celular fue transducida a una dosis viral de AdTL igual a
su ID50 para ADTK y a una dosis viral de AdTLRGD igual a su
ID50 para ADRGDTat8TK-L. Si asumimos que la infectividad de
AdTL esigual a lade AdTK y que la de ADTLRGD es igual a la de
AdRGDTat8TK-L, se espera que para cada linea celular la relacion
de los porcentajes de células que expresan GFP, tras ser infectadas
con AdTL o con AJTLRGD, sea igual a uno si la diferencia entre
la potencia de AJTK/GCV y AdJRGDTat8TK-L/GCV se debe
exclusivamente a una diferencia en infectividad. Esta situacion se
podria interpretar de la siguiente manera: para obtener un mismo
efecto citotoxico (en este caso: inhibicién de la viabilidad del
cultivo en un 50%) se necesita alcanzar el mismo porcentaje de
células transducidas con uno u otro vector (AdTK o
AdJRGDTat8TK-L), independientemente de que para alcanzar esta
igualdad sea necesario agregar al medio de infeccion una mayor
cantidad de AdTK que de AARGDTat8TK-L. Por el contrario, si la
relacion de porcentajes de células infectadas con AdTL que
expresan GFP con respecto al porcentaje de células infectadas con
AdTLRGD que cumplen esta condicion es mayor a uno, podriamos
inferir que necesitariamos un mayor ndmero de células transducidas
con AdTK para obtener el mismo efecto citotoxico que se obtendria
con un menor numero de células transducidas con AdRGDTat8TK-
L. Este resultado indicaria que existe una diferencia de potencia
citotoxica real entre ambos vectores, independiente de las
diferencias en sus eficiencias de transduccién (ver esquema en
figura 25A). En la figura 25B se muestran los resultados obtenidos
con las células NP-18, BXPC-3, NP-31 y PANC-1. La relacién de
porcentajes de células positivas para el vector AdTL y AdTLRGD
fue superior a uno para las lineas NP-18 (21,3), BxPC-3 (3) y
PANC-1 (2,3), mientras que fue inferior a uno para la linea NP-31
0,7).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con un adenovirus
replicativo armado con TK, en combinacién con ganciclovir, induce
una mayor citotoxicidad in vitro que el tratamiento con un vector
adenoviral no replicativo que expresa TK, en combinacién con
ganciclovir. Mediante la comparacion entre los valores de ID50 de
uno y otro virus, podriamos afirmar que la combinacién
AdRGDTat8TK-L/GCV es mas potente que la combinacion
AdTK/GCV en un factor de 2,14; 8,78; 2,02 y 10,73 veces para las
lineas BXPC-3, PANC-1, NP-31 y NP-18, respectivamente.
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- Comparacion de la citotoxicidad inducida por AJRGDTat8§TK-L
en presencia y ausencia de GCV in vivo

Resultados obtenidos previamente en el laboratorio indican que, en
celulas BxPC-3, el tratamiento combinado con ARGDTat8TK-L y
GCV es capaz de inducir citotoxicidad mas eficientemente que el
tratamiento con ADRGDTat8TK-L en ausencia de GCV, tanto in
vitro como in vivo, cuando se administran de manera alternada el
vector viral y la prodroga. Sin embargo, los resultado in vitro
obtenidos con las células de la linea NP-18 muestra claramente que
GCV produce un efecto antagdnico sobre la citotoxicidad inducida
por AJRGDTat8TK-L(Cascante, Abate-Daga et al. 2007, ver
Anexo). Con el objetivo de comprobar si este efecto antagdnico se
manifiesta in vivo, se estudio la actividad antitumoral del virus, en
presencia y ausencia de GCV, en un modelo animal de tumores
subcutaneos, generados como Xxenoinjertos tras inoculacion de
celulas NP-18. Cuando los tumores hubieron alcanzado un volumen
promedio de 100 mm® los ratones fueron separados aleatoriamente
en tres grupos: Control, ARGDTat8TK-L/GCV y AdRGDTat8TK-
L. A los grupos AdRGDTat8TK-L/GCV y ADRGDTat8TK-L se les
administraron diariamente 2 x 10" vp/tumor del virus
AdRGDTat8TK-L, los dias 0, 1, 7 y 8 del tratamiento. Al grupo
AdRGDTat8TK-L/GCV se le administro, ademas, una dosis diaria
de 100mg/kg de GCV durante los dias 4, 5, 6, 11, 12 y 13 de
tratamiento, mientras que al grupo AdRGDTat8TK-L se le
administré, en su lugar, PBS. Tras realizar el seguimiento del
volumen tumoral, se observdO que ambos grupos tratados con
AdJRGDTat8TK-L presentaron un retraso en la progresién tumoral
con respecto al grupo control, siendo la diferencia estadisticamente
significativa  (p-valoragreprasTi-Licey  vs  contro=  0,0173;  p-
valoragrepTasTK-L vs controi= 0,0391) pero no se observo diferencia
significativa entre los grupos tratados con virus (p-valor= 0,7410)
(Fig 26).

Si bien ganciclovir puede inducir un efecto virostatico y
comprometer la citotoxicidad inducida por ADRGDTat8TK-L en
una linea celular y en un contexto in vitro, al analizar los efectos en
un modelo in vivo no se observé ningun efecto antagonico derivado
de la aplicacion de la prodroga, sugiriendo que el peor efecto que
podria provocar la administracion de la misma es la ausencia de un
beneficio terapéutico, pero no una interferencia con la accion
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terapéutica del virus.
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Figura 26. Influencia de GCV sobre la actividad antitumoral de
AdRGDTat8TK-L en xenoinjertos de celulas NP-18. Seguimiento del
volumen tumoral tras aplicar un tratamiento con AAdRGDTat8TK-L (it) (linea
discontinua), AJRGDTat8TK-L (it) + GCV (ip) (linea continua) o solucion
salina (it e ip) (linea de puntos). La flecha indica el final de tratamiento.
Volimenes expresados como medias de 10 tumores/grupo +/- error estandar.
“p-valor < 0,05.

Estudio del uso del promotor de E2F como herramienta de control
de la replicacion adenoviral v de la expresién de TK

Con el objetivo de restringir la replicacion viral y la expresion de
TK atejido tumoral, se gener6 un nuevo vector adenoviral clonando
la secuencia codificante del péptido de fusion Tat8-TK bajo el
control del Major Late Promoter del genoma de ICOVIRS. Al
reemplazar el promotor endégeno del gen temprano E1A por un
promotor cuya actividad transcripcional depende de los niveles
celulares de E2F libre, ICOVIRS5 es un adenovirus de replicacion
selectiva en células que presenten una alteracion en la via de Rb. La
presencia de la sefial de poliadenilacion del virus SV40 y la
secuencia DM en la region 5° de la unidad transcripcional E2Fp-
E1A permite “aislar” la misma de la actividad transcripcional
inespecifica de otras regiones del genoma viral (por ejemplo,
secuencias enhancer). A su vez, la presencia de una delecién, de 24
pares de bases (A24), en la regién codificante de E1A que
corresponde al dominio proteico responsable de la disrupcion del
complejo Rb-E2F, impide que se produzca un incremento en los
niveles celulares de E2F libre como consecuencia de la expresion de
E1A. La region codificante de ELAA24 posee, ademas, la secuencia
Kozak en el sitio de inicio de la traduccién, elemento que
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incrementa la traduccion del transcrito de ELIAA24. En conjunto,
estos elementos permiten disminuir significativamente la toxicidad
de ICOVIRS5 cuando es administrado sistémicamente en estrategias
de viroterapia (Majem, Cascallo et al. 2006; Cascallo, Alonso et al.
2007).

- Generacién de pICOVIR11

El genoma de ICOVIR11 fue generado por Juan Miguel Camacho,
en el grupo del Dr Ramon Alemany, mediante recombinacién
homéloga entre los plasmidos pNKFiberRGDTat8TK vy
pICOVIR5SwaCAU. Brevemente, el plasmido
pNKFiberRGDTat8TK (generado previamente en el laboratorio por
Anna Cascante) fue digerido con las enzimas Notl y Kpnl para
liberar el fragmento que contine el ADNc de la fusion Tat8TK y
parte de la region codificante de la proteina Fibra. En paralelo, se
realizd la digestion enzimatica del plasmido plICOVIR5SwaCAU
con Swal para linearizarlo, permitiendo asi la posterior insercién del
ADNc de Tat8TK detras de la secuencia correspondiente a la
proteina Fibra, tras ser transformados en S cerevisiae cepa YPH857.
Posteriormente, se purifico el ADN de las levaduras y se utilizé
para transformar células E coli mediante electroporacion, a partir de
las cuales se seleccionaron los clones recombinantes en funcion de
sus marcadores de resistencia y de sus perfiles de restriccion con
EcoRV. A continuacion se procediéo a amplificar el clon que
contenia la construccion pICOVIR11 y se realiz6 la purificacién del
mismo mediante maxipreparacion.

- Produccién vy purificacién de ICOVIR11

Células de la linea HEK293 fueron transfectadas con pICOVIR11,
previa linearizacion del mismo mediante digestion con la enzima
Pacl, utilizando el sistema comercial Superfect Transfection
Reagent. Al cabo de 5-7 dias se observo efecto citopatico producido
por la replicacion y liberacion de particulas virales mediante lisis de
las células empaquetadoras. En este punto se recogieron las células
junto con el medio de cultivo para ser usado como iniciador del
proceso de amplificacion del vector adenoviral, que se llevo a cabo
en células de la linea A549, carentes de E1A. Se escogieron estas
células debido a que su elevada expresion de E2F libre permite la
activacion transcripcional de la unidad E2Fp-E1A del genoma
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adenoviral, sin que exista riesgo de un recombinacion homdloga
que resulte en la generacién de viriones con capacidad de expresar
E1A bajo el control de su promotor enddgeno. Las células
infectadas fueron recogidas al observarse efecto citopéatico
generalizado, separadas del sobrenadante, y lisadas mediante tres
ciclos de congelacion-descongelacion. El extracto resultante fue
sometido a ultracentrifugacion en gradiente de densidad de cloruro
de cesio con el objetivo de aislar las particulas virales, que fueron
almacenadas a -80°C para su posterior utilizacion. El titulo viral
obtenido fue de 8,8 x10* vp/mL (1,02 x 10° TU/mL).

La presencia de E2Fp-E1A, asi como de las secuencias codificantes
de TK, Hexdén y E1A, fue analizada mediante PCR usando ADN
como molde, o bien mediante RT-PCR utilizando ARN mensajero
de células infectadas con ICOVIR11 (ver esquema en Fig 27 A).
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Figura 27. ICOVIR11. A) Representacion esquemética del experimento de
control de calidad del adenovirus ICOVIR11. Tras infectar las células (5 x
10° células/placa 10 cm &) con ICOVIR11 (1000vp/célula), se purifico ADN
y ARN. Este ultimos fue utilizado como molde para la reaccion de
transcripcion reversa, y tanto el producto de esta reaccién, como el ADN
fueron sometidos a PCR para verificar la presencia de E1A, E2Fp-E1A,
hexén, y TK, tanto a nivel de transcrito como a nivel de ADN (s6lo en NP-
18). B) Representacion esquematica de parte del genoma de ICOVIR11,
sitios de hibridacion de cebadores y resultados de PCR.
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Como se muestra en la figura 27 B, el vector posee todos los
elementos funcionales analizados y las células infectadas con
ICOVIR11 son capaces de expresar el ARN mensajero de los
mismos.

- Estudio comparativo de la potencia citotéxica de ICOVIR11,
AdRGDTat8TK-L y AdRGDwt, en presencia y ausencia de

ganciclovir

Con el objetivo de evaluar el posible impacto de la introduccion de
la secuencia codificante de Tat8TK y de los elementos de control de
replicacion viral en la potencia citotoxica de los adenovirus
replicativos de serotipo 5, se realizd un analisis de tipo dosis-
respuesta comparando la sensibilidad de las lineas celulares NP-9,
NP-18, BxPC-3 y Panc-1 al tratamiento con los adenovirus que se
enumeran a continuacion. AJRGDwt: adenovirus de serotipo 5 cuya
Unica diferencia con la forma salvaje consiste en la presencia de una
secuencia RGD en el dominio knob de la proteina Fibra.
AdJRGDTat8TK-L: ademas de la secuencia RGD posee la secuencia
codificante del péptido de fusion Tat8TK bajo el control del
promotor de expresion tardia MLP. ICOVIR11: se diferencia de
AdJRGDTat8TK-L por la presencia de los elementos de control de
replicacion de la serie ICOVIR, esto es, reemplazo del promotor
enddégeno de E1A por el promotor de E2F, la delecion A24 en la
secuencia de E1A, la presencia de un elemento aislante (sefial de
poliadenilacion de SV40 y secuencia DM) y la presencia de la
secuencia Kozak en E1A. El tratamiento con cada uno de estos virus
fue realizado en presencia y en ausencia de ganciclovir durante tres
dias, comenzando a las veinticuatro horas de la transduccion, con el
objetivo de evaluar también el efecto del tratamiento combinado
con ganciclovir. Los experimentos se realizaron por triplicados en
placas de 96 pocillos y la viabilidad relativa de los cultivos se
calcul6 a partir de los resultados del experimento de MTT,
asignando el valor correspondiente al 100% de viabilidad a las
células que no fueron transducidas.

Las curvas dosis-respuesta para cada una de las lineas y cada uno de
los tratamientos se muestran en la figura 28. Los valores de ID50 y
sus correspondientes intervalos de confianza para el 95% se listan
en la Tabla 5.
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Figura 28. ICOVIR11 vs AdRGDTat8TK-L vs AdRGDwt. Curvas dosis-
respuesta de ICOVIR11, AdRGDTat8TL-L y AdRGDwt, en presencia
(derecha) o ausencia (izquierda) de GCV. Las células fueron cultivadas
durante 4 hs en presencia de los virus respectivos. Al cabo de 24 hs se inici
el tratamiento con [GCV] = 10ug/mL durante 3 dias y posteriormente se
evalud la viabilidad celular mediante la técnica de MTT. Se muestran los
porcentajes de viabilidad con respecto a los cultivos tratados con [virus]= 0
vp/celula, como medias de 3 experimentos independientes con sus
respectivos errores estandar. A) Lineas NP-9 y PANC-1 (resistentes a
TK/GCV).
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Figura 28. (cont.) B) Lineas RWP-1, NP-18 y BxPC-3 (sensibles a
TK/GCV).
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Tabla R5. ID50 y CI195% para ADRGGwt, ARGDTat8TK-L e ICOVIR11

Linea /Tratamiento [Vllﬁgaa] Cl95%
NP-9 AdRGDwt 3580,63 ( 2666,28 ; 4494,97 )
NP-9 AdRGDwt +GCV 3132,33 ( 2057,02 ; 4207,64 )
NP-9 AdRGDTat8TK-L 2811,83 ( 2235,48 ; 3388,18 )
NP-9 AJRGDTat8TK-L + GCV 4076,44 ( 3388,09 ; 4764,78 )
NP-9 ICOVIR11 6284,12 ( 4545,15 ; 8023,09 )
NP-9 ICOVIR11 + GCV 7972,30 ( 5844,38 ; 10100,22 )
PANC-1 AdRGDwt 1891,00 ( 1365,69 ; 2416,31 )
PANC-1 AdRGDwt +GCV 141451 ( 427,65 ; 2401,37 )
PANC-1 AdRGDTat8TK-L 985,57 ( 832,80 ; 1138,34 )
PANC-1 AdRGDTat8TK-L + GCV 1028,51 ( 989,92 ; 1067,10 )
PANC-1 ICOVIR11 6399,09 ( 4872,94 ; 7925,24 )
PANC-1 ICOVIR11 + GCV 5338,12 ( 4358,01 ; 6318,23 )
NP-18 AdRGDwt 095 ( 062 ; 128 )
NP-18 AdRGDwt +GCV 097 ( 059 ; 136 )
NP-18 AdRGDTat8TK-L 15,07 ( 10,47 ; 19,67 )
NP-18 AdRGDTat8TK-L + GCV 2581 ( 21,96 ; 29,65 )
NP-18 ICOVIR11 277,08 ( 245,90 ; 308,26 )
NP-18 ICOVIR11 + GCV 119,24 ( 99,69 ; 138,79 )
RWP-1 AdRGDwt 702 ( 616 ; 7,88 )
RWP-1 AdRGDwt +GCV 75,05 ( 6515 ; 84,95 )
RWP-1 AARGDTat8TK-L 40,07 ( 28,24 ; 51,89 )
RWP-1 AdRGDTat8TK-L + GCV 63,01 ( 57,37 ; 6865 )
RWP-1 ICOVIR11 784,95 ( 648,01 ; 921,90 )
RWP-1 ICOVIR11 + GCV 199,99 ( 170,25 ; 229,74 )
BxPC-3 AdRGDwt 383,95 ( 234,93 ; 532,97 )
BxPC-3 AdRGDwt +GCV 581,53 ( 178,92 ; 984,15 )
BxPC-3 AdRGDTat8TK-L 294,33 ( 195,85 ; 392,80 )
BxPC-3 AdRGDTat8TK-L + GCV 42,48 ( 24,10 ; 60,85 )
BxPC-3 ICOVIR11 1143,75 ( 514,16 ; 1773,34 )
BxPC-3 ICOVIR11 + GCV 185,71 ( 100,40 ; 271,02 )
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Asi, se observa que las lineas resistentes a TK/GCV NP-9 y Panc-1
no experimentaron un aumento significativo en la toxicidad
inducida por cada uno de los adenovirus ensayados, al ser tratadas
conjuntamente con ganciclovir (NP-9: ID50agrcpowi= 3580,63
vp/célula; ID50adreDWrGev= 3132,33 vp/célula; ID50AdRGDTat8 TK-L=
2811,83 vp/celula;, 1D50adreDTatsTR-L+Gov= 4076,44  vp/celula;
ID50icovirii= 6284,12 vp/célula; ID50coviriz+cev= 7972,30
vp/célula; Panc-1: ID50adrGDWE= 1891,00 vp/célula;
ID50adreDWt+cov= 1414,51 vp/célula; ID50adreDTatsTK-L= 985,57
vp/célula; ID50adreDTatsTK-L+ccv= 1028,51 vp/célula; ID50covirii=
6399,09 vp/célula; ID50\coviriz+acv= 5338,12 vp/célula.

Las células de la linea sensible NP-18 no experimentaron ningin
cambio significativo en la citotoxicidad inducida por ADRGDwt tras
incubar en presencia de ganciclovir (ID50adrepw= 0,95 vp/célula;
ID50adreDwi+cev= 0,97 vp/célula), mientras que se observd una
menor induccién de citotoxicidad (mayor ID50) cuando fueron
tratadas con ARGDTat8TK-L en combinacion con ganciclovir, en
comparacion con el tratamiento con AARGDTat8 TK-L en ausencia
de ganciclovir (ID50adrGDTAtBTK-L= 15,07 vp/célula;
ID50adrGDTatsTK-L+Gov= 25,81 vp/célula), de acuerdo con lo descrito
anteriormente. Sin embargo, el tratamiento conjunto con
ganciclovir incrementd la citotoxicidad inducida por ICOVIR11
(IDSOICOVIRM: 277,08 vp/célula; ID50icovirit+cev= 119,24
vp/célula). Este efecto diferencial del tratamiento con ganciclovir
entre ARGDTat8TK-L e ICOVIR11 se observé también en las
celulas de la linea RWP-1 (ID50adrepTatsTk-L= 40,07 vp/célula;
ID50adreDTatsTK-L+GCv= 63,01 vp/célula; ID50icovirii= 784,95
vp/célula; ID50icovirii+cev= 199,99 vp/célula), sin embargo, en
esta linea celular, el tratamiento con ganciclovir si tuvo un efecto en
la citotoxicidad de AdRGDwt, reduciendo de manera significativa
su potencia  citotoxica  (ID50agrepwt= 7,02  vp/célula;
ID50adrcDWt:cev= 75,05 vp/célula).

Las células de la linea sensible BXPC-3 no presentaron diferencias
en la citotoxicidad de AJRGDwt en presencia 0 ausencia de
ganciclovir (ID50agrepwt= 383,95 vp/célula; 1D50adreDWtH+GCV=
581,53 vp/célula), mientras que el agregado de ganciclovir
incremento el efecto citotdxico tanto de AdRGDTat8 TK-L como de
ICOVIR11 (|D50AdRGDTat8TK-L: 294,33 vp/célula; ID50AdrGDTAt8TK-
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L+ccv= 42,48 vp/célula; ID50covirii= 1143,75 vp/célula;
ID50,covir11+Gov= 185,71 Vp/CélUla).

Como medida cuantitativa de un posible cambio en la potencia
citotoxica del adenovirus replicativo armado con la enzima TK
debido al uso del promotor E2F en lugar del promotor viral
enddgeno, se calcularon los cocientes entre las ID50 de ICOVIR11
y ADRGDTat8TK-L (en presencia o ausencia de ganciclovir, por
separado), obteniéndose los resultados que se enumeran a
continuacion, en la Tabla R6.

ICOVIR11/ ardi

Linea  AdRGDTAt8TK-L Tabla.R6. Factor de pérdida de

celular ——————— potencia de ICOVIR11l con
GCV- GCV+

respecto a AdRGDTat8TK-L,
NP-9 223 1,96  expresado como el cociente
PANC-1 649 5,19 entre sus ID50.

RWP-1 1958 3,17
NP-18 18,39 4,62
BxPC-3 3,84 4,37

En todas las lineas celulares analizadas se observd una disminucion
en la potencia citotdxica del adenovirus armado con TK cuando se
agregé un promotor E2F como control transcripcional de la
expresion de E1A, tanto en presencia como en ausencia de
ganciclovir. En aquellas células previamente descritas como
sensibles a TK/GCV, sin embargo, dicha pérdida de potencia tuvo
una menor magnitud cuando los virus se aplicaban con combinacién
con ganciclovir. Es decir, el sistema TK/GCV es capaz de ejercer
un efecto atenuante sobre la pérdida de potencia producida por el
uso de un promotor especifico para el control de la replicacion viral.
Es interesante remarcar, ademas, que el efecto inhibitorio de
ganciclovir sobre la citotoxicidad de AdRGDTat8TK-L,
previamente reportado en las células NP-18 y observado también
en las células RWP-1, no se observo cuando estas células fueron
tratadas con ICOVIR11.

Un resultado semejante, en cuanto a pérdida de potencia, se observd
al comparar las ID50 de ICOVIR11 con las de AdRGDwt, a
excepcion de las células de la linea BXPC-3. En esta linea celular, la
compensacion ejercida por el sistema TK/GCV sobre la pérdida de
potencia fue total, obteniéndose valores de ID50 indistinguibles
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desde el punto de vista estadistico, pero tendiente a ser inferior para
el tratamiento con ICOVIR11/GCV (ID50= 185,87 vp/célula) que
para el tratamiento con AARGDwt/GCV (581,53 vp/célula), siendo
el cociente entre ambos valores de 0,32.

- Estudio comparativo de la potencia citotéxica de AdRGDwt vy
ICOVIR11/GCV en un modelo in vivo de cdncer de pancreas

Con el objetivo de validar, en un modelo in vivo, los resultados que
muestran que ICOVIR11, en combinacién con ganciclovir, es capaz
de inducir un efecto citotoxico sobre células BXxPC-3 equiparable al
inducido por AdRGDwt, se utiliz6 un modelo de tumores
subcutaneos generados como xenoinjertos en el tejido subcutaneo
de ratones atimicos (2 tumores/raton). Cuando los tumores hubieron
alcanzado un volumen promedio de 50 mm?® se separaron los
animales en tres grupos de manera que los promedios de los
volumenes de los tres grupos fuesen iguales. Un grupo (n= 5
ratones) recibié una dosis intratumoral diaria de 2 x 10" vp de
ICOVIR11 por cada tumor los dias 0, 1, 7 y 8 del tratamiento,
seguidas de una dosis intraperitoneal diaria de ganciclovir de 100
mg/kg los dias 4, 5, 6, 11, 12 y 13. El segundo grupo (n= 5 ratones)
fue tratado con una dosis intratumoral diaria de 2 x 10* vp de
AdRGDwt por cada tumor los dias 0, 1, 7 y 8 del tratamiento. El
tercer grupo (n= 5 ratones) recibié 20 uL solucién salina por via
intratumoral los dias 0, 1, 7 y 8. Como se muestra en la figura 29 A,
tanto el tratamiento con AJRGDwt como el tratamiento con
ICOVIR11 en combinacién con ganciclovir fueron capaces reducir
significativamente la tasa de crecimiento de los tumores, en
comparacion con el grupo control, que solo recibié solucién salina
(p-valoricoviritcev vs saino= 0,001 , p-valoradreowt vs salino= 0,012).
Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas entre el
crecimiento de los tumores tratados con AJRGDwt y el de los
tumores tratados con ICOVIR11/GCV (p-valoricoviriticev s
adreowt= 0,321).

Se estim0, para cada grupo, la probabilidad de supervivencia, para
cada raton, como funcion del tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento. Los grupos tratados con AJRGDwt o ICOVIR11/GCV
vieron incrementada significativamente su probabilidad de
supervivencia con respecto al grupo control (log-rank= 0,0005 y
0,0023; respectivamente), mientras que no se halld diferencia
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significativa entre los dos grupos tratados (log-rank= 0,7851). Las
medianas de supervivencia fueron de 6 dias, 12 dias y 16 dias para
los grupos salino, ARGDwt y ICOVIR11/GCV, respectivamente
(Fig 29 B).
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Figura 29. ICOVIR11 vs AdRGDwt in vivo. Comparacion de los efectos
antitumorales inducidos por ICOVIR11/GCV y por AdRGDwt en
xenoinjertos subcutaneos generados a partir de células BxPC-3. A) Curvas de
crecimiento tumoral para los grupos tratados con ICOVIR11/GCV,
AdRGDwt y solucién salina (control). Los valores se expresan como
mltiplos del volumen original (50mm?®, en promedio) con sus respectivos
errores estdndar (n= 10 tumores/grupo). Las flechas indican los dias en que
se adminitraron las dosis virales intratumorales. Las dosis intraperitoneales
de GCV fueron administradas los dias indicados con una letra G. B) Andlisis
de supervivencia de los ratones. Se utiliz6 como criterio de punto final la
presencia de al menos un tumor que haya quintuplicado su volumen original
(n=5 ratones/grupo) “p-valor < 0,05; ““p-valor < 0,01.

Integrando los resultados de los experimentos in vitro y del
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experimento realizado en ratones, podemos concluir que la ganancia
de especificidad derivada del uso de un promotor especifico para el
control de la expresion de E1A (y en consecuencia de la replicacion
viral) trae aparejada una disminucion en la potencia citotdxica de la
oncélisis viral, como se ha reportado anteriormente (Cascallo,
Alonso et al. 2007). Sin embargo, la combinacion de la oncolisis
viral con el sistema TK/GCV podria ayudar a paliar esta pérdida de
potencia, y la magnitud de dicha compensacion dependera en gran
medida de la sensibilidad intrinseca, de cada célula, al tratamiento
con TK/GCV.

- Estudio de la potencia citotéxica de ICOVIR11/GCV administrado
sistémicamente en un modelo in vivo de cdncer de pancreas

Un factor determinante de la eficiencia de los tratamientos
antitumorales administrados sistémicamente es la biodisponibilidad
del agente terapéutico en el tejido diana. Debido a ello, se planted la
necesidad de evaluar la capacidad, del tratamiento con
ICOVIR11/GCV, de inducir un efecto antitumoral cuando éste era
aplicado de manera sistémica. Para ello se generaron tumores
subcutdneos de células BxPC-3 en ratones atimicos (2
tumores/raton). Cuando los tumores hubieron alcanzado un
volumen promedio de 100 mm? se separaron los ratones en 2 grupos
de manera que el promedio de volimenes de cada grupo fuese
cercano a 100 mm®. Al primer grupo (n= 5 ratones) se le
administraron 150 pL de solucion salina por via intravenosa
mientras que al segundo grupo (n= 5 ratones) se le administrd una
dosis tnica de 5 x 10'° vp de ICOVIR11 por ratén, estableciéndose
el dia de la inyeccién intravenosa como “dia 0” de tratamiento. A
continuacion, se le aplico al grupo tratado con ICOVIR11 una dosis
diaria de 100 mg/kg de ganciclovir los dias 4, 5, 6, 11, 12 y 13.

Se realizd el seguimiento del crecimiento tumoral en el tiempo,
obteniéndose la grafica que se muestra en la figura 30 A donde se
observa que los tumores de los ratones que recibieron el tratamiento
con ICOVIR11 por via intravenosa Yy ganciclovir por via
intraperitoneal experimentaron una disminucién en la velocidad de
crecimiento en comparacion con los tumores de los animales
control, que solo recibieron inyecciones de solucion salina. Asi
mismo, el andlisis de Kaplan-Meier de la probabilidad de
supervivencia de los ratones en ausencia de tumores que hayan
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quintuplicado el volumen original mostré diferencias significativas
entre los grupos (p-valor= 0,084), con un incremento de la mediana
de supervivencia del 116,7% para el grupo tratado (mediana grupo
tratado= 13 dias, mediana grupo control= 6 dias) (Fig 30 B).
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Figura 30. Efecto antitumoral de ICOVIR11/GCV administrado
sisttmicamente. A) Curva de crecimiento tumoral de xenoinjertos generados
a partir de células BxPC-3, tratados con ICOVIR11/GCV o solucién salina.
Los valores se expresan como multiplos del volumen original (50mm?, en
promedio) con sus respectivos errores estandar (n= 10 tumores/grupo). Las
flechas indican los dias en que se adminitraron las dosis virales
intratumorales. Las dosis intraperitoneales de GCV fueron administradas los
dias indicados con una letra G. B) Andlisis de supervivencia de los ratones.
Se utiliz6 como criterio de punto final la presencia de al menos un tumor que
haya quintuplicado su volumen original (n= 5 ratones/grupo) “p-valor < 0,05;
“p-valor < 0,01.
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Estos resultados indican que ICOVIR11, en combinacién con
ganciclovir, es lo suficientemente potente como para inducir un
efecto antitumoral, alin cuando se administra sistémicamente.

Monitorizacién de la replicaciéon de ICOVIR11 in vivo, mediante la
deteccién de actividad de timidina gquinasa por Tomografia de
Emision de Positrones

La posibilidad de realizar un seguimiento en tiempo real de la
replicacion viral y de su localizacion anatémica constituiria una
valiosa herramienta para garantizar la seguridad del tratamiento. En
el contexto de un vector adenoviral de replicacion condicionada y
armado con la enzima TK como gen tardio, la deteccién in vivo de
su actividad enzimatica permitiria determinar en qué tejidos se
estaria replicando el adenovirus, y en qué tejido se podria inducir un
efecto citotoxico mediante la administracion sistémica de
ganciclovir. A diferencia de lo que sucede con los adenovirus
oncoliticos que carecen de TK, en el contexto utilizando ICOVIR11
esto puede realizarse gracias a la capacidad de la enzima TK de
fosforilar, ademas de timidina y ganciclovir, otros analogos de
nucledsidos cuyas formas fosforiladas se incorporaran al ADN
sintetizado de novo y que son susceptibles de ser marcados con
radionlclidos. Las emisiones pueden ser detectadas y utilizadas
para obtener informacién sobre la localizacion espacial de los
mismos. Este fendmeno presenta un gran potencial para el
desarrollo de nuevas técnicas no invasivas de monitorizacion de la
actividad TK.

- Validacion de la técnica de Tomografia por Emision de Positrones
para la detecciéon in vivo de la actividad de timidina quinasa
expresada mediante un vector adenoviral

Se escogidé como radiotrazador el nucledsido analogo pirimidinico
FEAU (2’-[*®F]fluoro-5-etil-1-B-D-arabinofuranosiluridina),
marcado con el radiontclido *®F cuyo decaimiento radiactivo se
produce mediante emision de positrones (Fig 31 A). Como primera
aproximacion, se realiz6 un anélisis in vitro de la incorporacion de
[*®*F]-FEAU en células NP-18 transducidas con dos vectores
adenovirales no replicativos diferentes, que codifican para la
enzima TK (AdTK) o para la proteina de fusion Tat8TK
(AdTat8TK), en ambos casos bajo el control transcripcional del
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Figura 31. Tomografia por emisién de positrones. A) Estructura quimica
del radiotrazador analogo nucleosidico [*|F]-FEAU. B) Retencién del
radiotrazador en células NP-18 transfectadas con AdTK o AdTat8TK a las
dosis indicadas. Al cabo de 24 hs, las células fueron incubadas en presencia
de 0,91uCi de [*®F]-FEAU por pocillo (en placas de 24 pocillos), durante
2hs. Posteriormente se removi0 el trazador no incorporado y se cuantificé la
radiactividad en las células. Se grafican las medias de los cuadruplicados +/-
sus desviaciones estdndar. C) Captacion de [**F]-FEAU por tumores
subcutaneos generados a partir de células CWR-GLT, que expresan TK
constitutivamente. Imégenes en escala de colores indicando la intensidad de
la sefial (expresada en %ID/g). D) Captacién de [*®F]-FEAU por xenoinjertos
de células BxPC-3 a los 3 dias de ser inyectados con AdTK por via it. En C)
y D) las imégenes fueron adquiridas tras dos horas de captacion del trazador
inyectado por via iv.

promotor CMV. Para ellos, se sembraron células NP-18 por
duplicado en placas de veinticuatro pocillos, a razén de 20000
células por pocillo. Al cabo de veinticuatro horas las células fueron
transducidas durante cuatro horas con dosis 0, 1, 10, 100 y 1000
vp/célula de AATK o AdTat8TK. Transcurrido un dia de la
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infeccion, se cambi6 el medio de las células, agregando 500 pL de
medio fresco suplementado con 0,91 puCi de [**F]-FEAU, por
pocillo. Se mantuvieron las células en condiciones estandar de
cultivo celular durante dos horas y, transcurrido ese tiempo, se
removié el medio de cultivo, lavando con PBS para eliminar restos
de [**F]-FEAU no retenido en las células. Se tripsinizaron las
células y se cuantificd la radiactividad de la mismas en un contador
de centelleo, hallando los resultados que se muestran en la figura 31
B: las células transducidas con cualquiera de estos vectores fueron
capaces de retener [*®F]-FEAU especificamente, en una manera
dependiente de la dosis de virus.

A continuacion, se evalud la capacidad de la técnica de detectar
actividad TK in vivo, mediante la retencién del radiotrazador en
tumores subcutaneos generados a partir de células CWR-GLT, que
expresan de manera estable la enzima TK, o bien en tumores de
celulas BXxPC-3, a los que se les admistraron tres inyecciones de 2 x
10" vp/tumor de AdTK, por via intratumoral, cinco dias antes de la
adquisicion de las iméagenes PET. El radiotrazador fue administrado
por via intravenosa a través de la vena de la cola dos horas antes de
la adquisicion de las imagenes, para permitir su distribucion
sistémica y la excrecién del exceso de trazador que no quede
retenido especificamente por actividad TK.

La reconstruccion de las imagenes permitio detectar una sefial en el
tumor generado a partir de células CWR-GLT (Fig 31 C) y en los
tumores generados a partir de células BxPC-3 que recibieron
inyecciones de AdTK (Fig 31 D). El raton que recibio6 AdTK por
via intratumoral mostro, ademas, una fuerte sefial en higado.

- Deteccién vy analisis curso-temporal de actividad TK en
xenoinjertos de BxPC-3 inyectados con ICOVIR11

Para determinar si la técnica es lo suficientemente sensible como
para detectar la actividad TK derivada de la infeccion con
ICOVIR11 se realizd un estudio utilizando tumores subcutaneos
generados por inyeccién subcutdnea de células BxPC-3 en los
flancos anteriores de ratones atimicos. Cuando los tumores hubieron
alcanzado un volumen promedio de 200 mm?, se les administré una
inyeccion de 2 x 10" vp/tumor en sélo uno de los tumores y se
llevd a cabo la adquisicion de las imagenes PET a tres, cuatro y
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cinco dias (Fig 32 A).
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Figura 32. Deteccion de la replicacion de ICOVIR11 mediante PET. A)
Retencién del radiotrazador xenoinjertos de BxPC-3 inyectados con
ICOVIR11 por via i.t. Las imagenes fueron adquiridas a 3, 4 y 5 dias de la
administracion del virus y después de 2hs de captacion tras la inyecciond el
trazador. Se observa sefial especifica en los tumores inyectados (1) y también
en tumores contralaterales no inyectados (NI). B) Cuantificacion de la sefial
obtenida en los VOI tridimensionales correspondientes a cada tumor. Las
diferencias entre la sefial registrada en los tumores inyectados y la sefial no
especifica registrada en la cavidad tordcica (Bg) fueron estadisticamente
significativas a partir del cuarto dia post-inyeccion del virus. C)
Cuantificacién de la sefial registrada en los VOI correspondientes a los
tumores contralaterales no inyectados. D) PCR para la deteccién del gen de
la proteina Hexén en los tumores inyectados (1), tumores contralaterales no
inyectados (NI), tumores de ratones naive que no fueron inyectados con
ICOVIR11 y en un control positivo de ADN viral. “p-valor < 0,05.
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Figura 32. Deteccién de la replicacion de ICOVIR11 mediante PET.
(cont.)

Con el objetivo de obtener una medida cuantitativa de la actividad
TK, se calcularon voliumenes de interés (VOI, del acr6nimo en
inglés de Volume of Interest) correspondientes a cada uno de los
tumores y se cuantificé la actividad, expresandose como porcentaje
de la dosis total inyectada por gramo (%ID/g). Se cuantifico,
ademés, la actividad inespecifica en la cavidad toracica, para
obtener el valor de linea de base. La actividad de los tumores fue
aproximadamente el doble de la actividad inespecifica de la cavidad
toracica a partir del cuarto dia postinyeccién, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p-valor dia 3= 0,182; p-valor dia 4=
0,046 y p-valor dia 5= 0,02) (Fig 32 B).

Sorprendentemente, se detecté también sefial superior a la de la
linea de base en aquellos tumores no inyectados, contralaterales de
los que habian recibido ICOVIR11, presentando a 4 y 5 dias de la
inyeccion una actividad superior a la actividad inespecifica de la
cavidad toracica (p-valor= 0,039) (Fig 32 C). La presencia del
genoma adenoviral en tumores inyectados, asi como en los tumores

contralaterales, fue confirmada mediante PCR del gen de la proteina
hexon (Fig 32 D).
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-Estudio de la influencia del régimen de aplicacion del tratamiento
ICOVIR11/GCV sobre su eficiencia antitumoral

Un estudio realizado previamente en el laboratorio, sobre tumores
subcutaneos generados a partir de células BXPC-3, demostraba que
dependiendo de la pauta de administracion de ARGDTat8TK-L y
ganciclovir condicionaba la eficiencia antitumoral de Ila
combinacion de muerte por lisis viral y por TK/GCV: si se
administraban cuatro inyecciones intratumorales de adenovirus
seguidas de seis inyecciones intraperitoneales de ganciclovir, la
combinacion ejercia un efecto antitumoral semejante al ejercido por
la administracion de virus solamente. Sin embargo, cuando se
alternaban dos inyecciones de adenovirus con las de ganciclovir, el
tratamiento combinado era capaz de producir un efecto antitumoral
significativamente superior al de ADRGDTat8TK-L solo (Cascante,
Abate-Daga et al. 2007).

Sobre esta base se decidid evaluar si este efecto era aplicable
también a ICOVIR11, por lo que se realizé un experimento in vivo
administrando ICOVIR11 en xenoinjertos generados en ratones
atimicos, segun se describe a continuacion. Se inyectaron células de
la linea BXPC-3 en los flancos anteriores de ratones de la cepa
Balb/c nude, a razén de 3 x 10° células en cada flanco. Cuando los
tumores hubieron alcanzado un volumen promedio de 200 mm® se
distribuyeron los animales en cuatro grupos, manteniendo un
volumen promedio por grupo cercano a 200 mm® y se les
administraron inyecciones intratumorales de ICOVIR11 o solucién
salina e inyecciones intraperitoneales de 100 mg/kg de ganciclovir
o solucidn salina siguiendo 4 protocolos diferentes Ver esquema en
figura 33 A:

Protocolo A: una inyeccion diaria de 2 x 10% vp/tumor de
ICOVIRL11 los dias 0, 1, 7 y 8; una inyeccion diaria de ganciclovir
por via intraperitoneal los dias 4, 5, 6, 11, 12y 13.

Protocolo B: una inyeccion diaria de 2 x 10 vp/tumor de
ICOVIR11 los dias 0, 1, 2 y 3; una inyeccion diaria de ganciclovir
por via intraperitoneal los dias 6, 7, 8,9, 10y 11.

Protocolo C: una inyeccion diaria de 2 x 10 vp/tumor de
ICOVIRL11 los dias 0, 1, 7 y 8; una inyeccion diaria de 200 uL de
solucidn salina por via intraperitoneal los dias 4, 5, 6, 11, 12 y 13.
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Grupo Control: una inyeccion diaria de 20 pL de solucién salina los
dias 0, 1, 7 y 8; una inyeccion diaria de 200 puL de solucién salina
por via intraperitoneal los dias 4, 5, 6, 11, 12y 13.

Al finalizar el tratamiento (dia 14) se midieron los volimenes
tumorales, observandose una inhibicién estadisticamente
significativa del crecimiento tumoral en el grupo tratado con el
Protocolo A, en comparacién con el grupo control (p-valor= 0,005).
Los grupos que recibieron el tratamiento de acuerdo a los
protocolos B y C experimentaron una tendencia a la inhibicion con
respecto al grupo control, pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p-valor Protocolo B= 0,126; p-valor Protocolo C=
0,195) (Figura 33 A).

Para determinar si la influencia del protocolo de administracion del
tratamiento sobre la eficiencia del mismo esta relacionada con
diferencias en el nimero de particulas virales funcionales , se
evaluo la actividad TK en los ratones, mediante la técnica de PET,
al finalizar el tratamiento (Figura 33 B). Como se muestra en la
figura 33 C, los ratones que habian recibido el tratamiento de
acuerdo al protocolo A presentaron una sefial de aproximadamente
el doble de magnitud de la sefial no especifica medida en la cavidad
toracica, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p-
valor= 0,038). Si bien los tumores tratados con el protocolo C
presentaron una actividad semejante a la de los tumores
correspondientes al protocolo A, su actividad no fue distinguible,
desde el punto de vista estadistico, de la sefial no especifica (p-
valor= 0,121). Sin embargo, tanto los tumores del protocolo A
como del protocolo C presentaron una sefal superior a la de los
tumores del protocolo B, siendo ambas diferencias estadisticamente
significativas (p-valoraysg= 0,021, p-valor-cysg= 0,034), mientras
que la senal de los tumores del protocolo B fue indistinguible de la
sefal inespecifica (p-valor= 0,522).
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Figura 33. Régimen de aplicacion de virus/GCV vy actividad TK. A)
Volumenes tumorales, relativos al volumen incial, de xenoinjertos de células
BxPC-3 tratados con ICOVIR/GCV aplicando dos protocolos distintos
(Protocolo A y Protocolo B, ver esquema), ICOVIR11 (Protocolo C) o
solucidn salina (Control). B) Al finalizar los tratamientos, se monitorizé la
actividad TK mediante PET. Ambos tumores inyectados. C) Cuantificacion
de la retencion de [*®F]-FEAU en los tumores. “p-valor < 0,05.
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Figura 33. Régimen de aplicacién de virus/GCV vy actividad TK. (cont.)

En conjunto, los resultados presentados en este apartado indican que
el armado de adenovirus replicativos con el gen TK resulta en un
incremento de su potencia citotoxica cuando se aplica en
combinacion con ganciclovir. Este efecto constituye una
herramienta interesante para mitigar la pérdida de potencia
citotoxica que experimentan los adenovirus replicativos al aplicar
estrategias tendientes a aumentar su especificidad (en el presente
trabajo, la utilizacion de un promotor activo en células tumorales
para el control transcripcional de E1A). Otra ventaja del armado
con TK es la posibilidad de monitorizar la localizacion y la
replicacion del virus en tiempo real y de manera no invasiva.
Mediante la técnica de tomografia por emisidn de positrones esto es
posible, gracias a la utilizacién de analogos nucleosidicos a modo
de radiotrazadores, que se concentraran en las células que expresen
la enzima TK. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
previamente en el laboratorio (Cascante, Abate-Daga et al. 2007), y
confirmados en el presente trabajo, acerca de la importancia del
régimen de aplicacién de virus y prodroga en el resultado final de
la terapia, la monitorizacion de la replicacion viral permitiria la
instauracion de un tratamiento tendiente a inducir un efecto
citotoxico o bien tendiente a suprimir la replicacion del virus, en
funcién de la localizacién de la actividad TK (en el 6rgano diana o
en un tejido sano, respectivamente).
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5. DISCUSION

5.1 Condicionantes celulares de la accion de
TK/GCV

La ausencia de una terapia eficaz para el tratamiento del
adenocarcinoma pancreatico ha alentado el desarrollo de terapias
experimentales basadas en la transferencia de genes suicidas, entre
las cuales se encuentra la que emplea el sistema TK/GCV. Si bien
este tratamiento ha demostrado inducir un efecto benéfico objetivo
en la prevencion de recaidas en pacientes sometidos a reseccion
quirdrgica de gliomas (Immonen, Vapalahti et al. 2004), no existen
datos sobre su aplicacion en humanos para el tratamiento de
adenocarcinoma pancreético.

Los resultados de estudios realizados en modelos preclinicos de
cancer de pancreas varian desde la ausencia de efecto terapéutico
(Fogar, Greco et al. 2003) hasta resultados prometedores tanto en
ratones atimicos (Carrio, Romagosa et al. 1999) como en modelos
inmunocompetentes (Makinen, Loimas et al. 2000) de la
enfermedad. Sin embargo, en la mayoria de los casos en que si se
observd efecto terapéutico, éste consistia en un retraso en la
progresion tumoral, siendo la regresion tumoral un evento poco
frecuente. La principal limitante del éxito del tratamiento esta
relacionada con el niumero de células tumorales que el vector de
transferencia génica serd capaz de transducir, pero también existen
células transducidas que se muestran refractarias al tratamiento.

Estudios in vitro utilizando vectores retrovirales para la
transferencia del gen suicida TK, han demostrado que las lineas
celulares derivadas de cancer de pancreas presentan diferentes
sensibilidades al sistema TK/GCV (Carrio, Mazo et al. 2001; Greco,
Fogar et al. 2002). Asi, en el presente trabajo se observo también
una marcada variabilidad entre las diferentes lineas celulares, en
términos de sensibilidad a TK/GCV, utilizando un vector
adenoviral. Las siete lineas celulares analizadas podian subdividirse
en un grupo de lineas resistentes y otro de lineas sensibles.
Curiosamente, un aumento en la poblacién de células con contenido
de ADN equivalente a la fase S del ciclo celular fue observado en
las tres lineas sensibles estudiadas, mientras que este
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comportamiento solo fue observado en una de las cuatro lineas
resistentes analizadas. Dicho aumento de la proporcion de células
en fase S (0 en Sy G2/M) como consecuencia del tratamiento con
TK/GCV habia sido descrito como un evento asociado al
mecanismo de accion del sistema, en un estudio realizado en células
CHO (Tomicic, Thust et al. 2002), pero no se le habia otorgado un
valor predictivo de sensibilidad al tratamiento.

Un rasgo caracteristico de las células tumorales es su
heterogeneidad. Debido a la elevada tasa de proliferacion y a la
inestabilidad gendmica que presentan estas células, la sensibilidad a
agentes quimiterapéuticos es variable entre los diferentes tipos de
cancer, entre diferentes pacientes e, incluso, entre las diferentes
celulas de un mismo tumor. Algunas condiciones propias del
microambiente tumoral como el grado irrigacion pueden afectar la
llegada del agente terapéutico a la célula diana de manera
circunstancial y otros, tales como la hipoxia, son capaces de inducir,
de forma permanente, resistencia a la muerte por apoptosis (Cosse
and Michiels 2008). Este y otros fendmenos podrian explicar, en
parte, las diferencias observadas en términos de sensibilidad a
TK/GCV en lineas celulares que no han sido previamente expuestas
a dicho tratamiento.

Por otro lado, teniendo en cuenta que el tratamiento es capaz de
inducir mutaciones e inestabilidad gendmica (Tomicic, Thust et al.
2002), cabe la posibilidad de que en determinadas condiciones éste
pueda actuar como un inductor de variabilidad genética y, a la vez,
como una presion selectiva para el enriquecimiento de
subpoblaciones que hayan adquirido un rasgo que proporcione una
ventaja selectiva. Este fendmeno podria generar células tumorales
refractarias, como se ha descrito para otros sistemas terapéuticos
(Lugmani 2005), comprometiendo seriamente la eficiencia del
tratamiento.

La mayor parte de los estudios tendientes a evaluar este fendmeno
utilizando el sistema TK/GCV se realizaron utilizando vectores
virales integrativos (retrovirus) para la expresion de TK. En este
contexto, la adquisicion de resistencia a ganciclovir se debia, en la
mayoria de los casos, a una disminucion en los niveles de
expresion de TK secundaria a mutaciones o deleciones del transgén
(Yang, Hwang et al. 1998; Garin, Garrett et al. 2001), o bien a
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silenciamiento por metilacion de promotores. Mé&s adn, dicha
resistencia era revertida al volver a expresar la TK mediante una
nueva transduccion (Yang, Hwang et al. 1998).

En el presente trabajo hemos desarrollado un modelo de resistencia
inducida a partir de la transduccion repetida, con TK de células,
sensibles NP-18, utilizando un vector no integrativo (adenovirus).
Después de cada transduccion, se aplicé un tratamiento con
ganciclovir. De esta manera, se logro aislar células hasta diez veces
mas resistentes que las células parentales que presentaron, ademas,
caracteristicas similares a las observadas en las células
intrinsecamente resistentes, como una menor induccién de apoptosis
y un menor incremento de la poblacion en fase S del ciclo celular,
en respuesta al tratamiento. Una asociacion similar, entre induccion
de resistencia y un menor porcentaje de células en fase S en
respuesta al tratamiento ( y de células apoptdticas) fue descrita por
De Angelis y colaboradores en un estudio utilizando 5-FU como
quimioterapico y células HCT119 como modelo de cancer de colon
(De Angelis, Svendsrud et al. 2006).

El andlisis transcriptomico comparativo de las células con
resistencia inducida arrojo una lista de genes regulados que podrian
explicar el fenébmeno de disminucion de sensibilidad. Entre las
funciones sobrerepresentadas se hallaron categorias de genes que
codifican para componentes de la cromatina y de los nucleosomas,
asi como de genes involucrados en el ensamblaje de los mismos. La
expresion de estos genes (en su mayoria histonas) se halla
finamente regulada, activandose durante la fase S del ciclo celular e
inhibiéndose como consecuencia de la activacion de la respuesta a
dafio en el ADN (Zhao 2004). Asi, dicha regulacién podria reflejar
una alteracion en los mecanismos de control de ciclo celular en
respuesta  a insultos  genotdxicos. Otras  categorias
sobrerepresentadas incluyen grupos de genes generales como
aquellos involucrados en el desarrollo de cancer, en la muerte
celular, en el control de la expresion génica y, notablemente, genes
relacionados con el control del ciclo celular, del crecimiento y
proliferacion celulares 'y de la replicacion, recombinacion y
reparacion de dafio en el ADN, entre otras.

Seis genes diferencialmente expresados (GPC4, NMU, GADD45A,
POLK, WNT5A, CCNE1l y GPC3) con potencial relevancia
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biolégica y/o terapéutica relacion a la induccion de resistencia,
fueron validados mediante PCR en tiempo real y dos de ellos
(CCNEL1 y GADDA45) fueron validados, ademés, mediante ensayos
funcionales.

Uno de los genes con mayor intensidad de regulacion (3,5-4 veces)
entre las lineas sensibles y resistentes es el que codifica para el
neuropéptido neuromedina U (NMU), que se encontraba
sobrexpresado en células resistentes NP-18AR. Su funcion
fisioldgica no es del todo clara, habiéndose descrito su participacion
en procesos tan variados como contraccion de musculo liso,
transporte de iones, percepcion de estimulos sensoriales, entre otras
(Brighton, Szekeres et al. 2004). No obstante, su expresion en
tejidos del tracto gastrointestinal y la reciente descripcion de la
sobrexpresion de NMU y de su receptor en células de cancer de
pancreas, en asociacién con una mayor capacidad de migracion e
invasion, apuntan hacia un posible papel de NMU en el desarrollo
de metéstasis de cancer de pancreas (Ketterer, Kong et al. 2008). A
pesar de que actualmente no existen evidencias que permitan
vincular NMU con el control del ciclo celular, la induccién de
apoptosis u otro proceso relacionado a la sensibilidad a TK/GCV,
dado que NMU es uno de los genes con una mayor magnitud de
sobreexpresion en las células con resistencia inducida,
consideramos que éste puede ser un gen candidato para el estudio
de su implicacion en el desarrollo de resistencia a TK/IGCV

Entre los genes regulados involucrados en el control del ciclo
celular, se analiz6 la expresion de CCNE1, que codifica para la
ciclina E1 (activadora de la CDK2) y que se encuentra
subexpresada en las células resistentes. La actividad de ciclina E1
es necesaria para el transito de las células de fase G1 a fase S del
ciclo celular, y para el inicio de la replicacion del ADN (Moroy and
Geisen 2004)) y participa, ademas, en la induccién de apoptosis en
respuesta a insultos genotoxicos (Mazumder, DuPree et al. 2004;
Mazumder, Plesca et al. 2007). En este trabajo se muestra no sélo la
menor expresion del ARN mensajero de ciclina E1 en células con
resistencia inducida a TK/GCV, sino también el efecto
sensibilizador que ejerce su expresion ectopica en células resistentes
MIAPaca-2, frente a la accion del tratamiento. Dicha expresion
produjo, ademas, una disminucion en el porcentaje de células en
fase GO/G1, sugiriendo una posible asociacién entre su funcion en
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la transicién de fase G1 a S con el efecto sensibilizador, aunque no
se puede descartar un efecto mediado por su participacion en la
induccién de apoptosis

El producto del gen GADDA45A, cuya expresion es superior en las
celulas resistentes NP-18AR que en las celulas NP-18, participa en
diversas funciones celulares relacionadas con el control del ciclo
celular, la reparacion del ADN vy la induccion de apoptosis en
respuesta a dafio en el ADN (Zhan 2005). Se ha visto, ademas, que
su expresion cumple un papel importante en la induccién de arresto
en fase G1 debido a confluencia (Zhang, Ma et al. 2003).

Los efectos de la expresion de GADDA45A sobre la viabilidad y en
la proliferacion de celulas de cancer de pancreas es un tanto
contradictoria. Asi, Scheiner y colaboradores describieron una
asociacion entre la expresion de GADD45A y una mayor viabilidad
y tasa de proliferacion de células de cancer de pancreas (Schneider,
Weber et al. 2006); y Niedergethmann y colaboradores asociaron
una mayor expresion de GADD45A con la generacion de metéstasis
hepéticas (Niedergethmann, Alves et al. 2007). Sin embargo, Li y
colaboradores reportaron recientemente que la expresion ectopica
de GADDA45A en células de cancer pancreas, utilizando un vector
adenoviral, era capaz de inducir arresto en fase G2/M del ciclo
celular (Li, Qian et al. 2009). Desde el punto de vista
epidemioldgico, el analisis de muestras quirdrgicas de pacientes con
cancer de pancreas indicé que una mayor expresion de GADD45A
estaba asociada a un peor prondstico (Yamasawa, Nio et al. 2002;
Dong, Dong et al. 2007).

El efecto de la expresion de GADD45A sobre la respuesta a insultos
genotdxicos como exposicion a quimioterapicos o a radiaciones es
variable segun el tumor de origen de las células analizadas y el
estado funcional de otros miembros de la respuesta a dafio en el
ADN (revisado en (Hildesheim and Fornace 2002). En celulas de
cancer de pancreas se ha descrito que la induccién conjunta de la
expresion de GADD45A y de p21 (WAF1) en respuesta al
tratamiento con el inhibidor de metilasas 5-aza-2’-deoxicitidina esta
asociada a una a una mayor respuesta al tratamiento (Missiaglia,
Donadelli et al. 2005). Nuestros resultados, demuestran que la
expresion ectopica de GADD45A provoca una disminucién en la
sensibilidad en células intrinsecamente resistentes a TK/GCV,
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sugiriendo que la expresion de otros factores y/o la funcionalidad de
otras vias de sefializacidn asociadas podria condicionar el efecto de
la expresion de GADDA45A sobre la respuesta a TK/GCV.

Otro gen regulado que ha sido validado por PCR en tiempo real, y
que podria estar directamente vinculado a la induccién de
resistencia es el que codifica para la polimerasa de ADN kappa
(POLK). Esta enzima pertenece a la familia “Y” de polimerasas de
ADN de baja fidelidad y se ha descrito su participacién en la
sintesis de ADN que no se ve inhibida por la presencia de lesiones
(TLS, del acrénimo en inglés de translesion synthesis) y, como
consecuencia, en el fendbmeno de adaptacion a los insultos
genotdxicos (Bavoux, Hoffmann et al. 2005). Su actividad ha sido
relacionada con la re-entrada en el ciclo celular después de su
arresto en fase S en respuesta al genotoxico BPDE (Bi, Slater et al.
2005) y se ha demostrado que la actividad de otra polimerasa de la
misma familia, la polimerasa eta (POLH), es capaz de modular la
sensibilidad celular al tratamiento con cisplatino (Albertella, Green
et al. 2005) y/ con gemcitabina (Chen, Cleaver et al. 2006). Asi, un
incremento en la expresién de POLK podria proporcionar a la célula
la capacidad de continuar la sintesis de ADN y su progresion en el
ciclo celular, sin ser afectada por las sefiales de inhibicion de
crecimiento proporcinadas por las vias de checkpoint de fase S.

El estudio realizado en el presente trabajo en relacién a la activacion
de estas vias en respuesta a TK/GCV, proporciona nueva
informacion sobre su mecanismo de accidén. Si bien se observé una
activacion de la via mediada por Chk2, compatible con el modelo
que propone a las lesiones DSB como el insulto genotdxico inductor
de citotoxicidad tras varias rondas de replicacion de ADN
(Rubsam, Davidson et al. 1998; Tomicic, Thust et al. 2002),
nuestros resultados indican que la activacién de la via mediada por
Chk1 se produce de manera mas temprana y con mayor intensidad
que la via de Chk2, en células sensibles a TK/GCV. Teniendo en
cuenta la cinética de fosforilacion de Chkl, proponemos que la
activacion de dicha via seria provocada, al menos inicialmente, por
otro estimulo diferente de las lesiones DSB, como puede ser la
inhibicién de las polimerasas de ADN ejercida por los metabolitos
fosforilados de ganciclovir (llsley, Lee et al. 1995). Estos datos,
conjuntamente con la observacion de que la inhibicidn
farmacoldgica de la actividad de Chkl, utilizando UCN-01,
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produce una inhibicién de los eventos asociados a la aplicacion de
TK/GCV y compromete su efecto citotdxico en células sensibles al
tratamiento, indican que la activacion de esta via constituiria un
factor de sensibilidad a dicho tratamiento.

5.2 Implicaciones derivadas del mecanismo de
accion de TK/GCV para el desarrollo de terapias
combinadas

El efecto de la combinacion de TK/GCV con UCN-01 tiene
relevancia no s6lo desde el punto de vista de la elucidacién, a nivel
basico, de la participacion de Chkl en el mecanismo de accion de
TK/GCV, sino también en relacion directa con su aplicacion en
tratamientos quimiosensibilizadores. El fundamento de esta
aplicacion consistia en evitar, mediante la inhibicion del arresto
celular en respuesta al insulto genotdxico, que la célula diana tenga
la capacidad de reparar el dafio inducido por el tratamiento (Tao and
Lin 2006). En este sentido, se han iniciado ensayos clinicos
utilizando este y otros inhibidores de Chk1 para potenciar el efecto
citotoxico de farmacos como gemcitabina, doxorubicina,
inhibidores de topoisomerasa | y cisplatino, entre otros (revisado en
(Tse, Carvajal et al. 2007).

Existe un solo estudio en el que se evalia el efecto de la
combinacion de UCN-01 con TK/GCV. Para ellos se utilizaron
lineas celulares derivadas de cé&ncer de colon, observandose un
efecto potenciador de UCN-01 sobre la toxicidad inducida por
TK/GCV. Sin embargo, esta accion puede no atribuirse
directamente a una inhibicion de Chkl dado que a las
concentraciones utilizadas en los experimentos descritos en este
articulo, UCN-01 es capaz de inhibir la actividad de otras enzimas,
como por ejemplo la protein-quinasa C (PKC) (McMasters, Wilbert
et al. 2000).

En el contexto de cancer de pancreas, un estudio publicado
recientemente muestra un efecto sensibilizador, producido por la
inhibicion de Chk1 (utilizando el inhibidor especifico PD-321852),
a la accion de gemcitabina en células BxPC-3, MIAPaca-2 y
PANC-1. Los autores demuestran, sin embargo, que el tratamiento
producia ademas una inhibiciébn de Rad51, involucrado en la
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reparacion del dafio a ADN, y esta inhibicion podria ser clave para
la potenciacion del efecto citotoxico (Parsels, Morgan et al. 2009),
mas alla del efecto en la progresion del ciclo celular.

En este contexto, nuestros resultados plantean la necesidad de
realizar una revision del paradigma de la quimiosensibilizacion de
celulas tumorales mediante la inhibicion de las vias de checkpoint,
al poner de manifiesto que existen poblaciones celulares en las que
la combinacién tendra un efecto sinérgico y aquellas en las cuales el
efecto serd antagonico.

Dada la variabilidad que presentan los tumores de diferentes
pacientes, el desarrollo de terapias personalizadas para el
tratamiento de patologias neoplasicas constituye, hoy por hoy, una
de las principales metas en la investigacion oncologica (van't Veer
and Bernards 2008). En este sentido, se ha descrito recientemente la
posibilidad de predecir de manera individualizada el efecto
antitumoral del tratamiento con gemcitabina, a partir de los
resultados obtenidos en ensayos de citotoxicidad ex vivo.
(Michalski, Erkan et al. 2008). De manera analoga, si ademas de la
sensibilidad se evaluase el grado de activacion de la via ATR-Chk1l
en respuesta al tratamiento, este ensayo podria aportar informacion
sobre la conveniencia de administrar UCN-01 como adyuvante.

Los patrones globales de expresion génica también pueden resultar
de utilidad como criterio predictivo de respuesta al tratamiento. El
extenso legado de la era gendmica en términos de informacion
sobre la expresion de genes en diferentes procesos fisiopatoldgicos,
y en términos de disponibilidad de nuevas tecnologias para el
analisis de secuencia y expresion de genes, ha sentado las bases
para el desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas, prondsticas y de
seguimiento de un tratamiento, basadas en el andlisis a gran escala
de expresién de genes. Asi, contamos hoy con datos sobre la
expresion de genes con la formacién de diversos tipos de tumores
(Foekens, Wang et al. 2008) incluyendo cancer de pancreas (Ko and
Tempero 2009; Voidonikolas, Gingras et al. 2009) y sobre aspectos
farmacogendmicos de algunos de ellos (Shai, Reichardt et al. 2008).

En términos de respuesta a TK/GCV so6lo se encuentra en

bibliografia un estudio en el que se analiza la expresion de genes en
tumores generados a partir de células de hepatocarcinoma murino
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que habian sido transducidas con un vector retroviral bicistronico,
para la expresion de TK y de interleuquina 2 (Stefani, Barzon et al.
2005). En este contexto, no es posible diseccionar los genes de
expresion alterada debido al tratamiento con TK/GCV de aquellos
modulados por la accién de interleuquina 2, por lo que el presente
trabajo constituye el primer andlisis pangendmico de expresion
diferencial de mensajeros de genes entre células con diferentes
sensibilidades a TK/GCV.

Otra aplicacion atractiva del analisis de expresion diferencial de
genes, entre células resistentes y células sensibles, seria la
identificacion de genes de resistencia. Esta informacion permitiria
disfiear estrategias tendientes a modular la expresion de genes
enddgenos para sensibilizar las células a tratamiento con TK/GCV.
Dos genes, CCNEl y GADD45A, han sido validados
funcionalmente en el presente trabajo como posible gen
sensibilizador, el primero, y como inductor de resistencia, el
segundo. Sin embargo, remitiéndonos estrictamente a los resultados
aqui expuestos no es posible atribuir relevancia terapéutica a la
expresion ectopica de ciclina E1 per se, dada la escasa magnitud de
la sensibilizacion observada. Estos datos abren la puerta, no
obstante, al desarrollo de nuevas estrategias tendientes a propiciar
las condiciones necesarias para el Optimo funcionamiento del
sistema TK/GCV, basadas, por ejemplo, en la modulacion
farmacolodgica del ciclo celular. Por otra parte, las funciones de
ciclina E1 ligadas a la induccién de apoptosis merecen un estudio
detallado, para determinar si, mediante su expresion utilizando un
método més eficiente que la transfeccién de ADN plasmidico, seria
posible inducir un efecto terapéutico independiente del control del
ciclo celular.

La modulacion del ciclo celular como estrategia para sensibilizar las
células a la muerte inducida por TK/GCV ha sido estudiada por
otros autores mediante el incremento de células en fase S, previa
inhibicion de la sintesis de poliaminas con eflornitina (a-
difluorometilornitina 0 DFMO) tres dias antes de aplicar GCV. Este
precondicionamiento resultd en una potenciacion de la citotoxicidad
de TK/GCV en células de glioma de rata 9L (Pasanen, Karppinen et
al. 2003), efecto que no pudo ser obtenido mediante el aumento en
el catabolismo de las poliaminas (en lugar de la inhibicion de su
sintesis (Wahlfors, Karppinen et al. 2006). Mediante esta
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aproximacion se pretendia, en cierta medida, sincronizar las células
para asegurar que un mayor nimero de las mismas sean capaces de
incorporar metabolitos tdxicos de ganciclovir durante la aplicacion
del tratamiento, ya que en estado basal, no todas las células (incluso
las tumorales) se encuentran sintetizando ADN. De manera similar,
el estimulo de la entrada en fase S y de la sintesis de ADN, mediado
por la expresion exdgena de la proteina adenoviral E1A, ha sido
estudiado como estrategia para incrementar la citotoxicidad
inducida por TK/GCV (Parada, Hernandez Losa et al. 2003). No
obstante el efecto potenciador observado, el estimulo de la
proliferacion de células tumorales comporta una serie de
consideraciones en términos de seguridad que dificultan la
aplicabilidad de esta estrategia en pacientes.

En cuanto a la expresion de GADD45A, se ha reportado que su
expresion mediante transduccion con un vector adenoviral era capaz
de incrementar el efecto quimioterapéutico de los farmacos
etopdsido, cisplatino y 5-FU en células PANC-1 (Li, Qian et al.
2009). En el presente trabajo, sin embargo, se observé no sélo que
una mayor expresion enddgena de GADDA45A estaba asociada a una
menor respuesta a TK/GCV en el modelo de resistencia inducida,
sino ademas, que su expresion exogena disminuia el efecto
citotoxico de TK/GCV en la linea RWP-1. Esta aparente
discrepancia entre los resultados previamente publicados y los
obtenidos en este trabajo podria deberse al estado funcional de otros
genes relacionados. Es importante destacar que tanto la linea celular
utilizada en el modelo de resistencia inducida como la linea celular
en la que se evaluo el efecto de la introduccion de GADD45A son
células intrinsecamente sensibles a TK/GCV, por lo que el efecto de
dicha expresion en otras lineas celulares podria ser sustancialmente
diferentes. De hecho, hemos demostrado que la linea celular
utilizada en el estudio publicado por Li y colaboradores (PANC-1)
es intrinsecamente resistente a TK/GCV, por lo que seria interesante
evaluar qué influencia tendria la expresion de GADDA45A sobre la
respuesta al tratamiento en el contexto celular de PANC-1.

Resulta evidente que la respuesta a dafio en el ADN es una red
compleja y ramificada de mecanismos moleculares. El balance de la
accion de las diferentes ramas puede resultar en efectos
radicalmente opuestos dependiendo del tratamiento, del background
genético y del estado funcional de estas vias en las células diana. La
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profundizacion en el conocimiento del funcionamiento de dichos
mecanismos permitira la optimizacion de los tratamientos, mediante
la estimulacion del efecto citostatico ligado al arresto en ciclo
celular, mas la inhibicion de la reparacion del dafio a ADN que
conducira a la apoptosis y/u otros tipos de muerte celular.

Globalmente, estos resultados suman nueva informacion al
creciente cuerpo de evidencias que resaltan la relevancia del control
del ciclo celular de las células tumorales, previo a la aplicacion del
tratamiento y también en respuesta al mismo. Més aun, los datos del
presente trabajo aportan informacion que podria ayudar a elaborar
un perfil de células tumorales que responden a TK/GCV, que
permitiria predecir su eficacia de manera individualizada en
pacientes con cancer de pancreas, a partir de la caracterizacion de la
expresion génica y de la activacion de las vias de checkpoint en
muestras de tumor provenientes de biopsias 0 muestras quirdrgicas
de pacientes oncoldgicos.

5.3 TK/GCV en combinacién con viroterapia

La variabilidad bioldgica intrinseca de las células tumorales
plantean la necesidad de regimenes terapéuticos multimodales para
el tratamiento de patologias neoplasicas. En este sentido, la
viroterapia se presenta como un buen candidato para el desarrollo
de tratamientos combinados, permitiendo la utilizaciéon de un virus
replicativo como agente terapéutico en si mismo y como vehiculo
para la transferencia génica (Bauzon and Hermiston 2008). Més all&
de la conveniencia técnica de utilizar un Unico agente, la viroterapia
con adenovirus replicativos presenta el atractivo de ser capaz de
inducir la muerte de células madre tumorales por un mecanismo
independiente de apoptosis (Jiang, Gomez-Manzano et al. 2007).

Mediante la utilizacion de un adenovirus replicativo armado con un
gen suicida, se espera no s6lo una suma de efectos, sino una
potenciacion de la terapia génica debido a un mayor nimero de
células transducidas, y una potenciacion de la viroterapia mientras
la accién del sistema genoterapéutico sea compatible con la
replicacion viral. La utilizacion de TK para el armado de
adenovirus replicativos ha sido ensayada en diversos modelos, con
la esperanza de obtener un efecto sinérgico entre la accion de los

177



Discusién

dos sistemas. No obstante, se ha postulado que los metabolitos
fosforilados de ganciclovir podrian interferir con la replicacion del
genoma del virus, afectando la formacion de la progenie viral y
comprometiendo el efecto litico del virus, hecho que explicaria el
efecto antagdnico de la combinacion reportada por algunos autores
(Freytag, Rogulski et al. 1998; Rogulski, Wing et al. 2000). Un
trabajo realizado previamente en el laboratorio indicaba que
utilizando un adenovirus replicativo que expresa una variante de
TK [Tat8TK(Cascante, Huch et al. 2005)] como gen tardio
(ADRGDTat8TK-L) se lograba que su expresion en la célula diana
se produjese tras la replicacion del genoma viral. De esta manera, Si
bien el ganciclovir afectaba parcialmente la formacion de nuevas
particulas viricas, el tratamiento combinado resultaba en una mayor
citotoxicidad que la inducida por el tratamiento con el virus
solamente, en tres de cuatro lineas celulares estudiadas (Cascante,
Abate-Daga et al. 2007). En el marco de este trabajo de tesis se
demostré que, en un contexto in vivo, los tumores generados a
partir de células NP-18 (en las que in vitro se habia observado el
efecto inhibitorio de ganciclovir sobre la citotoxicidad del
adenovirus armado) respondian por igual al tratamiento combinado
de AJRGDTat8TK-L con ganciclovir que al tratamiento con el
virus en solitario. Es decir, en el peor de los escenarios, el
ganciclovir no incrementaba el efecto antitumoral de
AdRGDTat8TK-L, pero tampoco lo disminuia. Mas aun, se
demostr6 que el efecto citotoxico de AARGDTat8TK-L/GCV era
superior al de un adenovirus no replicativo que expresa TK bajo el
promotor constitutivo CMV (AdTK) (Cascante, Abate-Daga et al.
2007).

Con el objetivo final de proponer a AdRGDTat8TK-L como un
candidato para su utilizacion en el tratamiento de canceres
humanos, era necesario aplicar una herramienta de control capaz de
garantizar la selectividad de su accion citotoxica en células
tumorales. Dado que replicacion de adenovirus en estado salvaje
carece de dicha selectividad, se ha estudiado la utilizacion de
adenovirus mutantes, deficientes en funciones necesarias para su
replicacion, que pueden ser complementadas por las células
tumorales, pero no por células normales (por ejemplo, los
adenovirus dl922/947 y AdA24). Paralelamente, se han desarrollado
sistemas que supeditan la expresion de genes virales necesarios para
su replicacion al control transcripcional de promotores activados en
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células tumorales (Nettelbeck 2008), e incluso se ha ensayado el
control de la expresion de dichos genes a nivel traduccional (Stoff-
Khalili, Rivera et al. 2008). En el presente trabajo se utiliz6 un
sistema que permite la replicacion viral en células que presentan
inactivacion de pRB, mediante el uso de la forma mutada de E1A
A24 expresada bajo el control del promotor de E2F. Asi, se genero
un adenovirus de replicacion condicionada armado con TK,
denominado ICOVIR11. Al igual que AdRGDTat8TK-L,
ICOVIR11 expresa Tat8 TK como gen tardio y presenta ademas una
secuencia aislante en la region 5’ rio arriba de la unidad
transcripcional de E1A, que impide la expresion inespecifica de
E1A a partir de la actividad transcripcional de otros elementos en
cis. Dicha secuencia aislante consiste en wuna sefial de
poliadenilacion y en un elemento insulator presente en el locus de
la distrofia miotdnica (DM-1) (Majem, Cascallo et al. 2006).
Adicionalmente, se ha incluido la secuencia Kozak, que ayuda a
incrementar la traduccion del ARN mensajero de E1A (Kozak
1986; Cascallo, Alonso et al. 2007) y la insercion del motivo RGD
en la proteina fibra para redirigir la infeccion hacia un mecanismo
mediado por integrinas (Suzuki, Fueyo et al. 2001).

En este contexto, la expresion tardia de Tat8 TK no s6lo minimiza la
interferencia de ganciclovir en la replicacién viral, sino que ademas
subordina su expresion a la replicacion viral, y por ende estara
también restringida a células con altos niveles de E2F libre
sumando un nivel adicional de selectividad. Estrategias similares
fueron descritas por Carette y colaboradores quienes mostraron que,
mediante la expresion del gen reportador de la luciferasa de
luciérnaga bajo el control del MLP de un adenovirus oncolitico, era
posible distinguir las células donde el virus replicaba de las células
que habian sido transducidas, pero en las que la replicacion habia
sido inhibida farmacoldgicamente (Carette, Graat et al. 2005).

Una posible desventaja que se deriva de la utilizacion de un
promotor selectivo es la pérdida de potencia en la expresion de E1A
en comparacion con la obtenida bajo el control del promotor viral,
que podria afectar la potencia del sistema en determinadas
poblaciones de celulas tumorales. Si bien Cascall6é y colaboradores
demostraron que la introduccion de la secuencia Kozak en el inicio
de la traduccion del gen de E1A permitia compensar la pérdida de
potencia secundaria a la utilizacién de un sistema de replicacion
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condicionada (Cascallo, Alonso et al. 2007), nuestros resultados
muestran que aunque ICOVIR11 posee la secuencia Kozak, la
utilizacion del sistema E2Fp-E1AA24 reduce su potencial oncolitico
en comparacion con el adenovirus armado AJRGDTat8TK y con el
adenovirus AdRGDwt en las lineas celulares estudiadas. No
obstante, la citotoxicidad inducida por el sistema TK/GCV podria
compensar esta pérdida de potencia en las lineas celulares
intrinsecamente sensibles a TK/GCV, igualando la potencia del
virus AJRGDwt en una de las lineas celulares estudiadas, tanto in
vitro como in vivo cuando se administrd el virus de manera
intratumoral. La administracion sistémica de ICOVIR11, a su vez,
fue capaz de inducir un efecto antitumoral. Asi, teniendo en cuenta
la heterogeneidad caracteristica de las células tumorales, la
utilizacién de diversos elementos que permitan incrementar la
potencia permitird inducir un efecto citotoxico en un mayor numero
de células.

Es interesante resaltar, ademéas, que el efecto inhibitorio de
ganciclovir sobre la citotoxicidad de AJRGDTatTK-L, descrito
anteriormente en células NP-18 y presente también en células
RWP-1 in vitro, no fue observado sobre ICOVIR11. Esta diferencia
podria deberse a que, al ser ICOVIR11 menos potente que
AdRGDTat8TK-L en términos de actividad litica, la contribucién
relativa de TK/GCV al efecto citotoxico podria ser mayor que el
efecto inhibitorio de ganciclovir sobre la replicacion viral. Un
concepto similar habia sido sugerido por Raki y colaboradores, al
argumentar que en el contexto de un adenovirus capaz de inducir
una oncolisis potente, la citotoxicidad mediada por TK/GCV no era
capaz de incrementar la potencia del adenovirus, en contraposicién
con resultados obtenidos con otros sistemas en los que el efecto
oncolitico era menos eficiente y se observaba una potenciacién
inducida por el tratamiento con ganciclovir (Raki, Hakkarainen et
al. 2007).

La viroterapia puede verse también favorecida por la combinacion
con terapia génica a un nivel que no estd directamente relacionado
con un aumento de potencia citotoxica, pero que podria tener
implicaciones técnicas a la hora de optimizar la aplicacion de un
dado tratamiento. Se trata de la posibilidad de monitorizar en
tiempo real y de manera no invasiva la localizacion y, en
determinados casos como el de ICOVIR11, la actividad funcional
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de un virus oncolitico armado con TK mediante tomografia por
emision de positrones.La utilizacion de esta técnica para la
deteccién in vivo de virus replicativos que expresan TK ha sido
documentada por Jacobs y colaboradores, en un estudio en el que
analizaban la expresion de TK inducida un virus HSV-1
recombinante replicativo, en un modelo murino de glioma. El
radiotrazador utilizado fue **I-FIAU, demostrandose su retencion
en células que expresaban la TK viral, pero obteniéndose una sefial
cuya intensidad se encontraba en el limite de deteccion de la técnica
de PET. Asi, los autores plantean la necesidad de incrementar la
relacion sefial/ruido utilizando, por ejemplo, un sistema més potente
para la expresion de TK (Jacobs, Tjuvajev et al. 2001). Mas tarde,
Kuruppu y colaboradores describieron la utilizacion de la
tomografia por emision de positrones para la deteccion de otro virus
HSV-1 oncolitico, utilizando el radiotrazador ®F-FHBG. En este
caso, se obtuvo una robusta sefial tomogréfica que alcanzaba su
maximo a las seis horas desde la administracion del virus, pero que
disminuia conforme se incrementaba la oncolisis, impidiendo la
deteccion de la actividad TK conforme se incrementaba el nimero
de particulas virales . Este fendmeno fue atribuido a una menor
retencion tumoral del trazador, debido a la lisis de las células diana,
limitando el uso de la técnica para la monitorizacion de la
replicacion de este virus(Kuruppu, Brownell et al. 2007). En
relacion a la deteccién de adenovirus replicativos, Freytag y
colaboradores utilizaron el radiotrazador ‘°F-FHBG para la
deteccidn de un adenovirus de replicacion no condicionada, armado
con una variante de la timidina quinasa del virus herpesy la enzima
citosina deaminasa. Esta técnica, experimentada en perros a los que
se les habia administrado el virus por inyeccion intrapancredtica, les
permitié detectar la presencia del virus en el dérgano inyectado
(Freytag, Barton et al. 2007), pero al ser la expresion de los
transgenes independientes de la replicacién viral, esta técnica no
aporta informacion acerca de la replicacion del virus.

Los experimentos realizados en el presente trabajo, utilizando el
radiotrazador **F-FEAU, indican que la técnica de tomografia por
emision de positrones es lo suficientemente sensible como para
detectar la actividad timidina quinasa inducida por la transduccion
de células tumorales con ICOVIR11. A diferencia de los resultados
obtenidos por Kuruppu y colaboradores, la sefial fue estable durante
el periodo de tiempo analizado (a partir de 4 dias post-inyeccion de
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ICOVIRL11 y hasta dos semanas después), durante el cual se espera
que el virus haya sido capaz de replicar y lisar las células
infectadas. Es interesante destacar que la técnica permitio, ademas,
detectar la actividad timidina quinasa presente en tumores que no
habian sido inyectados con ICOVIR11 pero en los cuales
demostramos, mediante deteccion de ADN viral, la presencia de
adenovirus. Teniendo en cuenta estos resultados, conjuntamente con
la observacion de que la inyeccion intratumoral del vector no
replicativo AdTK inyectado por via intratumoral era capaz, en este
modelo, de inducir actividad de TK en tejido hepatico, podemos
inferir que en estas condiciones ICOVIR11 es capaz de alcanzar el
torrente sanguineo y ser capaz de infectar y replicar en células
tumorales. Asi, la estabilidad del virus en circulacion y la capacidad
de detectarlo en tejidos donde no ha sido inyectado directamente,
resultan de gran interés para el desarrollo de terapias basadas en la
administracion sistémica del virus.

Mediante esta técnica se analiz6 la actividad timidina quinasa
presente en los tumores con los diferentes grados de respuesta,
obtenidos al aplicar diferentes pautas de administracion de virus y
prodroga. Este efecto habia sido descrito anteriormente en el
laboratorio para AJRGDTat8TK-L (Cascante, Abate-Daga et al.
2007) y en el presente trabajo, para se confirmd que también se
cumple para ICOVIR11. Asi, se estableci6 que mediante la
administracién alternada de ICOVIR11 y ganciclovir se conseguia
una actividad de timidina quinasa semejante a la obtenida sin
administrar ganciclovir y mayor a la conseguida mediante el
protocolo en el que las dosis de ganciclovir se comienzan a
administrar después de la Gltima dosis de adenovirus. En términos
de efecto antitumoral, el protocolo de administracion alternada fue
maés eficiente que el protocolo de administracion secuencial. De esta
manera, hemos podido corroborar la hipétesis planteada
anteriormente en el laboratorio, segun la cual la mayor eficiencia
antitumoral del protocolo de administracion alternada esta
relacionada a una mayor actividad de timidina quinasa.

Asumiendo que la intensidad de la actividad de TK es indicativa de
la cantidad de adenovirus replicando activamente, estos resultados
confirman, ademas, que el tratamiento con ganciclovir es capaz de
potenciar el efecto antitumoral de adenovirus replicativos armados
con TK. Si bien la aplicacion del tratamiento con ICOVIR11 en
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solitario resultaba en unos niveles de similares de actividad TK (y
presumiblemente de virus replicativo) que el tratamiento alternado
con gancilovir, el primero no era capaz de inducir el mismo efecto
antitumoral.

Esta aplicacion de la TK como actividad marcadora de replicacion
viral también podria utilizarse para optimizar el protocolo de
administracion de virus, prodroga y, eventualmente, otro agente
terapéutico que pudiese influir en la accién del sistema
ICOVIR11/GCV. La correcta administracion de virus y ganciclovir
cobra especial importancia en el caso de ICOVIR11, ya que
ganciclovir podria interferir con su replicacion no sélo mediante la
incorporacion directa de sus metabolitos fosforilados en las
moléculas de ADN viral, sino ademas, porque el efecto inhibitorio
de estos metabolitos sobre la progresion en ciclo celular podria
provocar una disminucion en los niveles intracelulares de E2F libre,
comprometiendo asi la expresion de E1A.

En un contexto clinico, esta técnica permitiria el seguimiento del
tratamiento en tiempo real, y constituiria un posible criterio para la
decision de establecer un protocolo con efecto citotoxico o uno con
efecto virostatico, segin la replicacion viral sea detectada en el
tejido diana o en un tejido donde podria ejercer un efecto colateral
no deseado.
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6. Conclusiones

Las lineas celulares de adenocarcinoma pancredtico humano
presentan diversos grados de sensibilidad al sistema TK/GCV,
pudiéndose clasificar como sensibles o resistentes segin su
respuesta. El incremento de células en fase S o0 fase S 'y G2/M en
respuesta al tratamiento estd relacionado con la sensibilidad de las
celulas al sistema TK/GCV.

La exposicion repetida al tratamiento con TK/GCV induce un
fenotipo resistente en células de adenocarcinoma pancreatico
humano originalmente sensibles. El desarrollo del fenotipo de
resistencia inducida involucra cambios en la expresion de genes que
codifican para componentes de la cromatina y genes involocrados
en el ensamblaje de los nucleosomas, asi como de genes
relacionados con el control de la proliferacion celular, de la
respuesta a dafio en el ADN y en el control celular.

El aumento de células en fase S en respuesta al tratatmiento con
TK/GCV coincide temporalmente con la activacion del checkpoint
de fase S, siendo la quinasa Chkl un importante mediador en este
proceso. La inhibicién farmacoldgica de la actividad quinasa de
Chk1 inhibe parcialmente la activacion del checkpoint de fase S y
produce un efecto antagdnico sobre la citotoxicidad de TK/GCV en
celulas sensibles. El éxito de la administracion de UCN-01 como
terapia adyuvante para TK/GCV en humanos podria estar
condicionada por la funcionalidad del checkpoint de fase S.

El silenciamiento de la expresion del gen antiapoptdtico BCL2 es
capaz de potenciar la citotoxicidad de TK/GCV.

La expresion de TK como gen tardio de un adenovirus replicativo
induce mayor citotoxicidad que la expresion de TK por un vector
adenoviral no replicativo, ambos en presencia de ganciclovir.

El uso de un promotor altamente activo en células tumorales
(promotor de E2F-1) para el control de la replicacion adenoviral
reduce parcialmente la potencia citotoxica de un adenovirus
replicativo, armado con TK como gen tardio.
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El tratamiento conjunto con ganciclovir permite compensar, en
celulas sensibles a TK/GCV, la pérdida de potencia derivada del
uso del promotor de E2F-1 como elemento de selectividad. Dicha
compensacion permite, a la combinacion ICOVIR11/GCV, inducir
un efecto citotdxico y antitumoral equiparable al de un adenovirus
replicativo sin especificidad para células tumorales.

La técnica de tomografia por emision de positrones, utilizando el
radiotrazador FEAU, permite la deteccién de la actividad de
timidina quinasa inducida por vectores adenovirales que expresan
dicha enzima como gen tardio e, indirectamente, la replicacion de
los mismos.

El régimen de administracion de ICOVIR11 y ganciclovir
condiciona la respuesta al tratamiento y este fendmeno esta
asociado a diferencias en la actividad de timidina quinasa inducida
en los tumores.
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